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1 
RESUMEN 
Los centenarios son un modelo de envejecimiento satisfactorio. No solo 
disfrutan de una larga longevidad, sino que además muestran una envidiable 
compresión de la morbilidad.  
El objetivo del estudio fue esclarecer si las personas centenarias tienen un 
perfil genético de expresión característico en comparación con personas 
septuagenarias y jóvenes, así como evaluar sus diferencias a nivel de estrés 
oxidativo.  
Para ello se obtuvo muestras de células polimorfonucleares de todos los 
grupos de edad y se realizó un análisis de su miRNoma y transcriptoma. El análisis 
de componentes principales reveló un solapamiento entre el perfil de miRNoma de 
centenarios y el de jóvenes, ambos distintos de los septuagenarios. Su estudio 
detallado mostró que la regulación de los miRNAs en centenarios se encuentra 
aumentada, pues sobreexpresan 7 miRNAs frente a jóvenes y 102 miRNAs frente a 
septuagenarios. Esto sugiere que los centenarios presentan un mejor control de la 
expresión génica del RNA mensajero a través de la regulación de los miRNAs.  
Posteriormente, se analizó el transcriptoma de los tres grupos de estudio, 
mostrando el análisis de componentes principales diferente direccionalidad entre 
el grupo de centenarios y el de septuagenarios. Se encontraron 1721 genes 
característicos de centenarios. 
Agrupamos estos 1721 genes según su implicación en procesos biológicos. 
La respuesta inmune y la señalización celular encabezaron la lista de los que 
involucraban mayor número de ellos.  
Resumen                                                                                                                                  .  
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A continuación, se realizó un análisis de las conexiones funcionales o 
estructurales entre los 1721 genes que dio lugar a 6 genes: IFNG; TCR; TNF; SP1; 
TGFβ1; IL-32. Al comparar centenarios con jóvenes, y septuagenarios con jóvenes 
se obtuvieron imágenes casi especulares que mostraban que, genes 
sobreexpresados en centenarios estaban infraexpresados en septuagenarios 
cuando se comparaba su expresión con los jóvenes. Por tanto, la expresión de 
mRNA en el envejecimiento exitoso difiere de la del envejecimiento ordinario.  
Un nuevo análisis de conexiones funcionales o estructurales entre los 6 
genes anteriores identificó 4 genes comunes: Bcl-xL, Fas, FasL y CCL5, tres de los 
cuales están implicados en la regulación de la vía extrínseca e intrínseca de la 
apoptosis. Se destaca así el papel clave de la apoptosis en la centenariedad. 
Nos centramos en el papel de Bcl-xL, especialmente por su implicación con 
la función mitocondrial, y confirmamos su sobreexpresión en centenarios por RT-
PCR.  
Asimismo, determinamos los niveles de MDA, como índice de peroxidación 
lipídica, y la carbonilación proteica y observamos que dichos niveles eran menores 
en centenarios comparado con septuagenarios. Así pues, los centenarios están 
protegidos frente al estrés oxidativo. 
Por tanto, los centenarios tienen un perfil característico de expresión de 
miRNAs y de mRNAs relacionados con procesos asociados a la longevidad y están 
protegidos frente al estrés oxidativo, lo cual podría explicar en parte su 
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1.1 ENVEJECIMIENTO  
1.1.1 CONCEPTO DE ENVEJECIMIENTO 
Actualmente no contamos con una definición aceptada de manera 
universal del concepto envejecimiento. El gerontólogo Denham Harman lo define 
como la “acumulación progresiva de cambios deletéreos en células y tejidos con el 
tiempo, que provocan el aumento de probabilidad de enfermedad y muerte del 
individuo” (Harman, 2001; Troen, 2003). 
Por otro lado, Bernard Strehler (Strehler, 1985), lo define a través de cuatro 
postulados: 
• El envejecimiento es universal, es decir, un fenómeno dado asociado al 
proceso de envejecimiento debe darse en menor o mayor medida en todos 
los individuos de una misma especie. 
• El envejecimiento es intrínseco, por lo que las causas que lo provocan 
deben de ser de origen endógeno, no dependiendo de factores externos o 
de origen ambiental.  
• El envejecimiento es progresivo, ya que los cambios que conducen a 
envejecer se dan de manera paulatina a lo largo de la vida. 
• El envejecimiento es deletéreo, de tal manera que un determinado 
fenómeno sólo se considerará parte del proceso de envejecer si es dañino. 
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1.1.2 ENVEJECIMIENTO POBLACIONAL 
 Debido al aumento de la esperanza de vida y a la disminución de la tasa de 
fecundidad, la proporción de personas mayores de 60 años está aumentando más 
rápidamente que cualquier otro grupo de edad en los países desarrollados. Según 
la organización mundial de la salud (OMS), el envejecimiento de la población puede 
considerarse un éxito de las políticas de salud pública y del desarrollo 
socioeconómico, pero también constituye un reto para la sociedad, que debe 
adaptarse a ello para mejorar al máximo la salud y la capacidad funcional de las 
personas mayores, así como su participación social y seguridad. La esperanza de 
vida en países como Japón y Francia ya era superior a 80 años en 2005, y también 
está aumentando en los países en desarrollo, como Chile, Costa Rica, Jamaica, 
Líbano, Sri Lanka o Tailandia, donde alcanza los 70 años. No obstante, sigue 
habiendo grandes desigualdades, como demuestran las diferencias con respecto a 
la esperanza de vida al nacer; por ejemplo, mientras que en Japón, el país con 
mayor esperanza de vida, es de 82.2 años, en varios países africanos la cifra puede 
llegar a ser de 40 años menos. También existen importantes desigualdades dentro 
de un mismo país; por ejemplo, en los Estados Unidos de América los grupos 
socioeconómicos más favorecidos tienen una esperanza de vida hasta 20 años 
mayor que los menos favorecidos (OMS, 2011). Con respecto a España, según datos 
del Instituto Nacional de Estadística (INE), la esperanza de vida al nacer ha ido 
aumentando progresivamente con los años. En el caso de los hombres, ésta ha 
pasado de los 76.3 años en el año 2002 a los 80.1 en el año 2020 y, en el caso de las 
mujeres, de los 83.2 años en 2002 a los 85.44 en el año 202. De hecho, las personas 
de más de 65 años actualmente representan el 19.6% de la población española, y 
se prevé que esta proporción alcance el 31.4% en 2050 (debido a un envejecimiento 
de la pirámide poblacional), tal y como muestra la Figura 1.1. 
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Figura 1.1 Pirámides de población en España (años 2020, 2050) que muestran la 
proyección poblacional española. 
(INE, 2020) 
 
 Paralelamente, la población centenaria también ha aumentado 
notablemente en las últimas décadas (Collaborators, 2018). De hecho, en los años 
noventa, la tasa de prevalencia de los centenarios en Europa era de 
aproximadamente 1 por cada 10.000 (Teixeira et al., 2017), y hoy en día es de 
alrededor de 1 por cada 5.000, según datos del INE del 2020. Esto convierte a los 
centenarios en uno de los grupos de población de más rápido crecimiento, aunque 
la evolución de esta transición demográfica para las mujeres es incierta. En este 
sentido, aunque las mujeres centenarias superan en número a los hombres 
centenarios en todos los países, se prevé que la proporción de sexo disminuya en 
los próximos años, pasando de 3,7 mujeres centenarias por cada hombre 
centenario en 2015 a 1,9 mujeres por cada hombre en 2100 (Robine & Cubaynes, 
2017). Las Figuras 1.2a y 1.2b muestran la distribución mundial de los centenarios 
y el porcentaje de población centenaria por país, respectivamente. 
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Figura 1.2 Población centenaria en el mundo. a) Distribución de centenarios en el mundo; 
b) porcentaje de centenarios por país.  
(Borras et al., 2020) 
 El crecimiento tan rápido de la población centenaria se debe 
principalmente a la mejora de la expectativa de vida entre los mayores de 65 años 
(Brown, 2015) debida, fundamentalmente, a la mejora de la atención médica, la 
higiene, el creciente desarrollo de la ciencia y la técnica y los estilos de vida más 
saludables.  
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 Ante esto, la tendencia actual considera que, si lo importante es vivir más 
años, es esencial que estos transcurran con la mejor calidad de vida posible. Esta 
problemática ha adquirido primordial importancia y se ha convertido en un factor 
decisivo en las investigaciones médicas y sociales (Mussol, 2002).  
1.1.3 TIPOS DE ENVEJECIMIENTO 
El envejecimiento humano es el resultado de la suma de dos subtipos de 
envejecimiento: el envejecimiento primario o per se y el envejecimiento secundario 
(Mañas, 2001). 
• Envejecimiento primario: proceso o conjunto de procesos responsables de 
una serie de cambios graduales observados con la edad en los individuos, 
los cuales son inevitables y no están relacionados con la presencia de 
enfermedad. La investigación se centra en los mecanismos genéticos, 
moleculares y celulares que intervienen en el envejecimiento como 
proceso (Finch & Tanzi., 1997; Halliwell, 2000). 
• Envejecimiento secundario: es aquel que se produce en los seres vivos 
cuando estos se ven sometidos a diferentes fenómenos externos, que 
ocurren a lo largo de la vida y que interaccionan con los mecanismos y 
cambios propios del envejecimiento primario para producir el llamado 
“envejecimiento habitual”. Los principales representantes de este 
envejecimiento secundario son los problemas crónicos de salud y los 
cambios adaptativos para mantener la homeostasis del medio interno. 
Dado que estos fenómenos no se correlacionan con la edad, es difícil 
establecer su curso normal. Su investigación abarca tanto la causa, 
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prevención, desarrollo, manifestación, pronóstico y tratamiento de la 
enfermedad y de sus consecuencias, como lo relacionado con hábitos y 
estilos saludables de vida , 2001). 
La característica fundamental que puede derivarse de cualquiera de estos 
dos tipos de envejecimiento es la pérdida de la reserva funcional del individuo, lo 
cual condiciona una mayor susceptibilidad ante agresiones externas, al disminuir 
los mecanismos de respuesta y su eficacia para mantener la homeostasia del medio 
interno (Hayflick, 2000). Según se pierde la reserva funcional la susceptibilidad es 
mayor, aumentando la posibilidad de que cualquier causa desencadene en una 
pérdida de función y, en última instancia, en discapacidad y dependencia (Buchner 
et al., 1992).  
Por eso, a lo largo de los últimos años, ha existido un interés creciente por 
perseguir el llamado “envejecimiento exitoso” (del inglés, successful aging), que se 
caracteriza por (Rowe & Kahn, 1997): 
− Ausencia o baja probabilidad de enfermedad y discapacidad asociada a la 
misma. 
− Mantenimiento de una alta capacidad cognitiva y funcional. 
1.1.4 LOS CENTENARIOS COMO MODELO DE ENVEJECIMIENTO 
EXITOSO  
 En la población general, el aumento de la esperanza de vida no ha ido 
acompañado de un aumento de la calidad de vida, sino que ha aumentado el riesgo 
de enfermedad, fragilidad, discapacidad y demencia antes de la muerte (Brown, 
2015). 
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 Por el contrario, los centenarios exhiben historias médicas con tasas de 
incidencia notablemente bajas de trastornos comunes relacionados con la edad, 
como enfermedades relacionadas con la edad, diabetes mellitus, enfermedad de 
Parkinson y cáncer (Andersen et al., 2012) y la mayoría permanecen 
independientes en las actividades de la vida diaria hasta los 90 años (Arai et al., 
2017). Aunque, como en todos los segmentos de población, existe una 
heterogeneidad en el estado físico y cognitivo de los centenarios, dependiendo de 
su estatus socioeconómico, o de su origen cultural/histórico (Franceschi et al., 
2017b), éstos son un ejemplo de cómo vivir más y mejor, y se han propuesto como 
un modelo de envejecimiento exitoso (Franceschi et al., 1995). 
1.1.4.1 PARADIGMAS DEL ENVEJECIMIENTO EXITOSO EN CENTENARIOS 
 La razón por la cual los centenarios constituyen un ejemplo de 
envejecimiento exitoso ha sido una cuestión de intenso debate, y han surgido dos 
grandes paradigmas.  
 El más conservador fue descrito como "compresión de la morbilidad". En 
este modelo, la tasa de discapacidad disminuye cuando la morbilidad se comprime 
en un período corto comprendido entre la edad avanzada en el que se inicie la 
discapacidad y la muerte (Fries, 1980). Por lo tanto, el retraso en la aparición de las 
enfermedades crónicas da lugar a la rectangularización tanto de la curva de 
mortalidad como la de morbilidad (Fries, 1980). En este sentido, un estudio sobre 
los centenarios de Massachussets indicó que su cohorte de centenarios realmente 
se ajustaba a la curva de morbilidad rectangularizada de Fries, donde las personas 
vivían el 96% o más de sus vidas funcionalmente independientes y con buen estado 
de salud. Esto es, dada su edad extrema, el período de tiempo en el que 
experimentan morbilidad, se comprime en un pequeño período al final de sus vidas 
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(Perls, 1997). Según la teoría de la “compresión de la morbilidad", hay varios 
modelos de morbilidad pronosticada propuestos sobre la base de la longevidad 
extrema (Figura 1.3). 
• En el primer modelo, la edad en el que se inicia la morbilidad es constante 
y la ganancia en años de vida van acompañados de una mayor morbilidad.  
• En un segundo modelo, tanto el inicio de la morbilidad como los años de 
vida acumulados se desplazan a la derecha, sin ganancias ni pérdidas de 
morbilidad.  
• En un tercer modelo, la aparición de la morbilidad se retrasa y se acompaña 
de años de vida acumulados, lo que resulta en una compresión de la 
morbilidad. 
 
Figura 1.3  Teoría de la “compresión de la morbilidad” 
 (Fries, 1980) 
 
La hipótesis de Fries sostenía la posibilidad de que la morbilidad crónica comenzara 
en los últimos años de vida, e incluso que el retraso de la aparición de morbilidad 
                                                                                                                             Introducción 
13 
superara el aumento de la esperanza de vida. En esencia, para estas personas 
longevas, la duración de las enfermedades crónicas y de la discapacidad asociada 
disminuye, con la consiguiente reducción de la morbilidad acumulada. La evidencia 
de que se produce una reducción anual de alrededor del 2% de la discapacidad, 
acompañada de una disminución anual del 1% de la mortalidad durante el mismo 
período de tiempo, apoya esta hipótesis (Pignolo, 2019).  
Un paradigma más ambicioso es "la desaceleración del envejecimiento" (Figura 
1.4). Según esta teoría, existe un continuo entre el envejecimiento saludable y el 
no saludable, de tal manera que se pueden representar diferentes trayectorias de 
edad: acelerada, normal y desacelerada, dependiendo de la edad a la que 
aparezcan las enfermedades relacionadas con la edad o los síndromes geriátricos 
(Franceschi et al., 2018a). Dado que los centenarios evitan o posponen en gran 
medida la aparición de enfermedades relacionadas con la edad o síndromes 
geriátricos, muestran una trayectoria desacelerada del envejecimiento, en la que 
los procesos naturales del envejecimiento se ralentizan (Franceschi et al., 2018a). 
Recientemente, se ha propuesto que esta "desaceleración del envejecimiento" 
podría deberse, al menos en parte, a su mayor resiliencia/capacidad intrínseca, que 
contribuye a superar la inflamación crónica de bajo grado (inflammaging) 
(Franceschi et al., 2018b) y la acumulación de desechos moleculares (garb-ageing) 
(Franceschi et al., 2017a) que acompañan al envejecimiento (Borras et al., 2016). 
En otras palabras, los centenarios resilientes serían capaces de desarrollar 
mecanismos anti-inflammaging para luchar contra el daño molecular relacionado 
con la edad (Borras et al., 2020).   
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Figura 1.4  Teoría de “la desaceleración del envejecimiento” 
(Franceschi et al., 2018a) 
 
 En cuanto a las diferencias de sexo con respecto al estado funcional en 
centenarios, están bien documentadas: los hombres centenarios, aunque menos 
numerosos, tienden a tener un mejor estado cognitivo y funcional que las mujeres 
centenarias. De hecho, se ha visto que los hombres centenarios tienen menor 
morbilidad y sufren menos síndromes geriátricos que las mujeres (Hazra et al., 
2015). En este sentido, mientras que la compresión tanto de la morbilidad como de 
la discapacidad parece ser una característica esencial de la supervivencia en la 
mayoría de los centenarios, para otros, en particular los hombres, la compresión de 
la discapacidad y no necesariamente la morbilidad, puede ser el requisito clave 
(Terry et al., 2008). 
 Se ha explorado la relación entre la edad, la morbilidad y la discapacidad 
entre los centenarios (de 100 a 104 años), los semicentenarios (de 105 a 109 años) 
y los supercentenarios (de 110 a 119 años). En este sentido, en general, cuanto 
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mayor sea la persona, más tarde aparecen las enfermedades, como el cáncer, las 
enfermedades cardiovasculares, la demencia y el accidente cerebrovascular, así 
como el deterioro cognitivo y funcional (Andersen et al., 2012). Más 
específicamente, se ha sugerido que la supervivencia a edades tan avanzadas 
depende principalmente de mantener la integridad funcional, más que de prevenir 
enfermedades específicas (Nascimento et al., 2019). Además, los centenarios 
muestran menos comorbilidades (promedio de 3.3) y tienen un aumento menos 
pronunciado de comorbilidades en los últimos años antes de la muerte, en 
comparación con los nonagenarios u octogenarios (Gellert et al., 2018).  
 La fragilidad y la depresión son dos condiciones comunes que tienen un 
impacto importante sobre los adultos mayores. Un estudio realizado en 91 
centenarios mostró que, de ellos, el 5.5% fueron clasificados como robustos, el 
42.9% como pre-frágiles, y el 51.6% como frágiles. La prevalencia de depresión fue 
del 35.2% (51.1% en centenarios frágiles; 21.1% en centenarios pre-frágiles; 0% en 
robustos) en toda la muestra. Los centenarios frágiles presentaban un mayor riesgo 
de depresión en comparación con los centenarios pre-frágiles, lo que llevó a la 
conclusión de que la depresión es una condición clínica independiente que es 
frecuente en centenarios frágiles y pre-frágiles (Ribeiro et al., 2018). 
1.1.4.2 ENVEJECIMIENTO EXITOSO FRENTE A ENVEJECIMIENTO ORDINARIO 
Tal y como se ha comentado anteriormente, en las últimas décadas el 
concepto de "envejecimiento exitoso" ha cobrado especial importancia (Rowe & 
Kahn, 1997). Así, existe un interés creciente en cuantificar el envejecimiento 
saludable midiendo los cambios relacionados con la edad en la morbilidad, la 
función física y el estado cognitivo, con el fin de evitar la discapacidad. Como ya se 
ha comentado, los centenarios mantienen un estado de salud tan notable hasta sus 
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últimos años de vida que la duración de su salud es similar a su vida útil, siendo 
considerado así como el paradigma de "envejecimiento exitoso" (Franceschi et al., 
1995). En este sentido, el estudio de centenarios de Tokio reveló que la mayoría de 
los centenarios conservaron su independencia en las actividades de la vida diaria 
hasta los 90 años. Curiosamente, aquellos centenarios que gozaban de 
independencia física y cognitiva a la edad de 100 años (20%), eran propensos a 
convertirse en semi-supercentenarios (más allá de 105 años) o incluso 
supercentenarios (más de 110 años) (Arai et al., 2017). 
Identificar los factores protectores que mejoran el envejecimiento 
saludable y la longevidad y traducir dichos hallazgos en intervenciones basadas en 
la evidencia se está convirtiendo en una prioridad de investigación. En este sentido, 
se han realizado muchos estudios, con el fin de determinar si los centenarios viven 
más tiempo y con más salud que sus contemporáneos debido a factores genéticos, 
epigenéticos o ambientales (Kirkwood, 2005). 
Dado que los centenarios están expuestos a las mismas condiciones 
ambientales básicas que sus contemporáneos que experimentan un 
"envejecimiento ordinario", se ha postulado que los factores genéticos podrían 
desempeñar un papel crítico en su longevidad (Schoenmaker et al., 2006). De 
hecho, la evidencia existente sugiere que la contribución genética a una vida 
saludable en los centenarios puede ser mayor que en la población general  (Abbott 
et al., 1978; Perls et al., 2002). Así, en nuestro grupo de investigación, hemos 
determinado el exoma de familias centenarias, proporcionando de esta manera un 
catálogo inicial de genes que podrían contribuir al  envejecimiento excepcional 
(Cash et al., 2014). Además, en el próximo apartado de la presente tesis, 
describiremos algunos de los hallazgos más importantes en cuanto al componente 
genético de la longevidad extrema. 
                                                                                                                             Introducción 
17 
Sin embargo, cada vez hay más evidencias de que las contribuciones no 
genéticas también pueden desempeñar un papel importante en la longevidad. 
Estudios en diversos modelos animales han revelado que varios estímulos 
ambientales  como nutrientes, ejercicio, hormonas y ciclos circadianos son capaces 
de alterar la esperanza de vida y la salud, induciendo cambios epigenéticos 
(Benayoun et al., 2015).  
Una de las estrategias más estudiadas para inducir tales cambios es la 
restricción calórica. De hecho, un estudio realizado en moscas demostró que esta 
estrategia es capaz de retrasar los cambios epigenéticos asociados al 
envejecimiento normal (es decir, pérdida relacionada con la edad de la 
heterocromatina facultativa) en 3 días y de forma reversible  (Jiang et al., 2013). En 
este sentido, los centenarios son epigenéticamente más jóvenes de lo que les 
correspondería por edad cronológica y similares a las personas que han seguido 
regímenes de restricción calórica (Biagi et al., 2017). Esto podría deberse, en parte, 
a sus  hábitos nutricionales particulares,que implican un consumo moderado de 
alimentos (es decir, poca carne y grasa animal, dieta reducida en calorías), dieta de 
tipo mediterráneo y regularidad en el tiempo de las comidas, junto con estilos de 
vida activa,y una microbiota intestinal particular que se adapta a los cambios 
relacionados con la edad (Biagi et al., 2017). Curiosamente, la regularidad en el 
tiempo de las comidas se ha sugerido para favorecer su mantenimiento de los 
ritmos circadianos, incluyendo su ciclo de sueño (Franceschi et al., 2018c). 
Además de la epigenética, se han documentado otras particularidades 
biológicas. En este sentido, se ha demostrado que los centenarios son menos 
propensos al estrés oxidativo y tienen mejores defensas antioxidantes que el 
envejecimiento ordinario (Borras et al., 2015; Paolisso et al., 1998). Además, tienen 
un perfil inmunológico, endocrino y metabólico particular, los cuales se ha 
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propuesto que ejercen una protección antiinflamatoria contra el inflammaging 
(Franceschi et al., 2017a; Franceschi et al., 1995; Monti et al., 2017). Por ejemplo, 
se ha sugerido que el estado hipotiroideo que caracteriza a los centenarios puede 
constituir una adaptación protectora contra un catabolismo excesivo, favoreciendo 
así la longevidad al reducir la tasa de metabolismo, el estrés oxidativo y la 
senescencia celular (Garasto et al., 2017). El perfil endocrino de los centenarios 
también se ha caracterizado por un buen mantenimiento del metabolismo de la 
glucosa y sensibilidad a la insulina, mientras que los datos relativos al eje GH/IGF-I 
son controvertidos (Vitale et al., 2017). Otras huellas biológicas específicas de la 
longevidad y el envejecimiento saludable en humanos se han relacionado con la 
lipidómica de los centenarios (Jové et al., 2017; Pradas et al., 2019), la glicómica 
(Monti et al., 2017), la metagenómica (Biagi et al., 2017) y los perfiles 
metabolómicos (Martin et al., 2017) que podrían revelar las características 
moleculares “antienvejecimiento” que dotan a los centenarios con una resiliencia 
única para mostrar una desaceleración del envejecimiento. 
Además, se ha relacionado otros factores no biológicos con el 
envejecimiento saludable. De hecho, diversos estudios psicosociales han mostrado 
que la educación (Sebastiani & Perls, 2012),la capacidad de hacer frente al estrés  
(Tafaro et al., 2009), la adaptación a los retos del  envejecimiento y los recursos 
sociales (Blazer, 2008) son también factores protectores que favorecen la 
longevidad y el envejecimiento saludable entre las personas mayores. Además, en 
estos estudios se ha observado que los centenarios muestran puntuaciones más 
bajas para la ansiedad y la depresión que los octogenarios (Dello Buono et al., 
1998). 
A la luz de lo anterior, es probable que la prevalencia de los centenarios esté 
aumentando porque la capacidad de sobrevivir a la vejez extrema es multifactorial.  
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1.2 GENÉTICA 
1.2.1 CONCEPTO DE mRNA 
El RNA mensajero (mRNA) es el ácido ribonucleico que transfiere el código 
genético procedente del DNA del núcleo celular al ribosoma en el citoplasma. 
Determina el orden en que se unirán los aminoácidos de una proteína y actúa como 
patrón para la síntesis de la misma. Se trata de un ácido nucleico monocatenario 
(Alberts B. et al., 2010). 
El mRNA obtenido después de la transcripción se conoce como RNA 
transcrito primario de RNA o preRNA (formado por intrones y exones), que en la 
mayoría de los casos no se libera del complejo de transcripción en forma 
totalmente activa, sino que ha de sufrir modificaciones (maduración del RNA), 
basadas en la eliminación de los intrones, antes de ejercer su función (Figura 1.5) 
(Alberts B. et al., 2010). 
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Figura 1.5  Síntesis del mRNA 
(Alberts B. et al., 2010) 
1.2.2 ESTUDIOS DE mRNA EN EL ENVEJECIMIENTO 
La genética de la longevidad extrema se ha intentado determinar a través del 
análisis de genes candidatos, el mapeo de desequilibrios de ligamiento, el análisis 
de variaciones de número de copia y, más recientemente, la secuenciación del 
exoma y del genoma completo. De hecho, la secuenciación del genoma completo 
es, hasta la fecha, el enfoque más informativo para el análisis genético (Giuliani et 
al., 2018). 
Se ha estimado que la herencia de la longevidad es de aproximadamente el 
25 por ciento (Herskind et al., 1996). Además, se ha visto que la esperanza de vida 
útil es hereditaria en islandeses mayores de 70 años (Gudmundsson et al., 2000).  
En línea con estos hallazgos, los hermanos de los centenarios de Okinawa 
mostraron una mayor probabilidad de sobrevivir hasta edades  avanzadas, que 
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comenzó a los 55 años y aumentó con la edad (Willcox et al., 2006). Por lo tanto, 
cada vez hay más evidencia de que la influencia genética en la longevidad aumenta 
a partir de los 90 años. En consecuencia, la heredabilidad de vivir hasta los 100 años 
se ha estimado en 0,33 en mujeres y 0,48 en hombres (Sebastiani & Perls, 2012). 
Así, los centenarios (100 años de edad), los semisupercentenariaos (≥105 años de 
edad) y los supercentenarios (≥110 años de edad) son los sujetos que proporcionan 
una mayor información para investigar la genética de la longevidad humana  
(Giuliani et al., 2018). 
Por ello, se han estudiado ampliamente los centenarios para identificar los 
llamados "genes de longevidad". En este sentido, se ha propuesto que influye en la 
longevidad de los seres humanos una lista de entre 300 y más de 750 genes (sin 
incluir el número de copias raras variants o alelos). Dato et al. y Shadyab & LaCroix  
(Dato et al., 2013; Shadyab & LaCroix, 2015)  identificaron muchos genes, 
incluyendo mitocondriales, que influyen en la esperanza de vida en humanos:  IGF1, 
SOD1, SOD2, SOD3, P53, APOE1, ATM, BCL, CETP, eNOS, FOXO1A, FOXO3A, 
KLOTHO, LMNA, TERC, HSPA, RAGE. Algunos de estos genes son conocidos por 
desempeñar un papel importante en las funciones metabólicas y celulares, como el 
metabolismo de la glucosa (IGF1), el estrés oxidativo (SOD3; HSPA), mantenimiento 
del genoma (P53), vías cognitivas (APOE), metabolismo lipídico (APOE, CETP) y 
desarrollo (FOXO1) (Govindaraju et al., 2015). 
Un estudio exhaustivo estableció la asociación entre una variante cercana al 
gen APOE y la supervivencia más allá de los 90 años en el estudio European Genetics 
of Healthy Aging (GEHA). APOE tiene tres alelos comunes, E2, E3 y E4. Estudios 
epidemiológicos han sugerido que estos alelos podrían afectar a las características 
relacionadas con la edad, con E4 y E2 desempeñando un papel perjudicial y 
protector en el envejecimiento, respectivamente. Por ejemplo, Schächter et al. 
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demostraron que los centenarios franceses tenían aproximadamente la mitad de la 
proporción del alelo E4 y el doble de la proporción del E2 que el resto de la 
población examinada (Schächter et al., 1994). 
Esta frecuencia más baja del alelo APOE-ɛ4 en los centenarios es consistente 
con el hecho de que sea factor de riesgo para las enfermedades cardíacas, mientras 
que el aumento de la frecuencia de alelo APOE-ɛ2 proporciona evidencia acerca del 
efecto protector a largo plazo de este alelo, cuando actúa a edades avanzadas. 
Además, las personas portadoras del alelo APOE-ɛ4 son más propensas a 
desarrollar la enfermedad de Alzheimer (AD), mientras que las personas portadoras 
del alelo APOE-ɛ2 muestran un menor riesgo de padecer dicha enfermedad. 
También se ha informado de que una variante de la enzima convertidora de 
angiotensina, que predispone a la cardiopatía coronaria, es sorprendentemente 
más frecuente en los centenarios, con un aumento significativo del genotipo 
homocigoto. Otro estudio en centenarios italianos ha demostrado que la frecuencia 
de la Apolipoproteína B con número variable de repeticiones en tándem (Apo B 
VNTR) es el 50% de la de los controles jóvenes (De Benedictis et al., 1998), pero 
esta diferencia no se ha encontrado en los centenarios franceses y finlandeses  
(Gonos, 2000). 
Por último, en nuestro laboratorio demostramos que los centenarios 
sobreexpresan genes relacionados con la pluripotencia (i.e. OCT3/4, SOX2, c-
MYC, VIM, NCAM, BMP4 y BMPR2),cuando se comparan con los octogenarios, 
lo cual sugiere que los centenarios mantienen su capacidad de autorrenovar y 
reponer sus tejidos dañados mejor que los octogenarios, por lo que estarían mejor 
protegidos contra la senescencia celular (considerada como un hallmark del 
envejecimiento) que los octogenarios (Inglés et al., 2018). 
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1.2.3 CONCEPTO DE microRNAs. SÍNTESIS Y FUNCIÓN 
Un microRNA es un ácido ribonucleico monocatenario de una longitud entre 
21 y 25 nucleótidos. Son moléculas transcritas a partir de genes de DNA, pero que 
no son traducidas a proteínas. Se expresan en una amplia variedad de organismos 
y tienen la capacidad de regular la expresión de otros genes.  
En cuanto a su síntesis, la secuencia de DNA que codifica para un gen de 
miRNA tiene una longitud que supera al tamaño final del propio miRNA, lo cual 
conlleva que, en su síntesis, mediada por la RNA polimerasa II, se formen regiones 
en forma de horquilla, generando un RNA bicatenario primario conocido como pri-
miRNA, con un casquete (7-metil-guanosina) en el extremo 5 ́ y una cola de poli (A) 
en el extremo 3 ́. Estos transcritos primarios se autocomplementan formando 
estructuras de aproximadamente 80 nucleótidos. Posteriormente, estos pri-miRNA 
son procesados por una enzima nuclear llamada Drosha, que corta las bases de la 
horquilla, para generar un precursor más pequeño conocido como pre-miRNA, de 
~65 nucleótidos de longitud. A continuación, el pre-miRNA será transportado desde 
el núcleo al citoplasma por la exportina 5, donde la enzima Dicer lo escindirá 
formando un miRNA de doble cadena de entre 21 y 24 nucleótidos (Figura 1.6). 
Pero los miRNAs no trabajan solos, suelen ejercer su regulación induciendo la 
acción de un complejo de silenciamiento génico, el RISC. Para formar este complejo 
el miRNA duplex debe ser cargado a proteínas Argonauta (Ago) que será la 
encargada de desenrolladar el miRNA dúplex y eliminar la cadena complementaria 
a la guía, de forma que solamente queda incorporada la cadena guía. Finalmente, 
se obtiene el miRNA maduro, que se queda junto a Argonauta y forman el complejo 
de silenciamiento inducido miRNA (miRISC) que ya es funcional y es responsable de 
ejercer la represión de sus mensajeros diana (Ha et al., 2014; Catalanotto et al., 
2016).  
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Figura 1.6  Síntesis de un miRNA 
(Alberts B. et al., 2010) 
El descubrimiento de este sistema de regulación génica bajo el control de 
RNA pequeños no codificantes (miRNA) ha tenido un impacto significativo en la 
biología molecular. Son reguladores pos-transcripcionales de la expresión génica, 
se unen por apareamiento imperfecto a sus mRNA blanco, generalmente en la 
región 3´-no traducible, bloqueando la síntesis de proteínas por desestabilización 
del mRNA y represión traduccional. Un gran número de miRNA han sido 
identificados en el genoma de varias especies incluyendo el humano, y el número 
de miRNA sigue incrementándose debido a los esfuerzos combinados de la biología 
molecular y a la predicción bioinformática. Se ha descrito que estas moléculas 
regulan funciones celulares, por lo que no es sorprendente que los miRNA estén 
implicados en la mayoría de patologías, como el cáncer, la diabetes mellitus y 
enfermedades asociadas al envejecimiento (Barthel, 2018; Kinser & Pincus, 2020). 
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La función de los miRNA está relacionada con la regulación de la expresión 
génica. El estudio en modelos animales Knockout de miRNA ha dado como 
resultado fenotipos anormales, incluyendo defectos celulares, fisiológicos y 
conductuales, destacando así el papel crucial de estas moléculas pequeñas en una 
serie de procesos biológicos (Bartel, 2018).  
Del mismo modo, los miRNA han sido señalados como reguladores 
importantes del proceso de envejecimiento y moduladores de la longevidad (Kinser 
& Pincus, 2020) 
1.2.4 RELACIÓN ENTRE mRNA, miRNA Y EXPRESIÓN GÉNICA. 
   La actividad de un gen comienza con la transcripción, proceso que consiste 
en la síntesis de una molécula de RNA mediante el copiado de una porción de una 
de las hebras del DNA (unidad de transcripción) que se extiende desde una 
secuencia génica denominada promotor hasta el terminador. La reacción es 
catalizada por una RNA polimerasa y comprende eventos complejos, tales como el 
desenrollamiento del DNA, el reconocimiento de secuencias del promotor o la 
presencia de factores de transcripción entre otros (Kornberg, 2005). 
   El primer producto de la transcripción es un transcrito primario o pre-RNA, 
una molécula de mRNA inactiva que debe sufrir modificaciones en el propio núcleo 
celular (maduración del mRNA) antes de poder ejercer su función en el citosol. Es 
por tanto obvio que la alteración o ausencia de esas modificaciones es el primer 
control de la transcripción que ejerce la célula. Entre esas modificaciones se 
encuentran los siguientes procesos:  
• Adición al extremo 5' de una estructura denominada «caperuza» o 
«casquete», que es un nucleótido modificado de  guanina, la 7-metilguanosina 
trifosfato, que se añade al extremo 5' de la cadena del mRNA transcrito 
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primario. Su función es proteger al transcrito de la degradación, también 
ayuda al ribosoma a unirse al mRNA para comenzar la transcripción 
• Proceso de poliadenilación  que consiste en la adición al extremo 3' de 
una cola poli-A, una secuencia larga de poliadenilato, es decir, un tramo de 
RNA cuyas bases son todas adenina.  Esta cola proporciona estabilidad al 
mRNA en el citoplasma, lo ayuda a ser exportado del núcleo al citosol y lo 
protege de la degradación. Además, aumenta su vida media y de este modo 
puede sintetizar mayor cantidad de proteína (Nevins, 1983; Lewin, 1990) 
• La siguiente modificación es la eliminación y empalme de fragmentos 
(splicing). En la mayoría de los casos, el mRNA todavía en el núcleo, sufre la 
eliminación de secuencias internas, no codificantes, llamadas intrones y la 
conexión o empalme de los exones durante el splicing (Smith et al., 1989). 
Cuando este proceso de corte y empalme es selectivo, un mismo transcrito 
primario o pre-RNAm se puede ajustar de diversas maneras, y esto permite 
que con un solo gen se obtengan varias proteínas diferentes; a este fenómeno 
se le llama alternative splicing o ayuste alternativo. 
  Finalmente, una vez que el mRNA maduro pasa al citoplasma tiene lugar la 
síntesis proteica, un proceso con multitud de eventos, en el que participan los tres 
tipos de RNA celulares (tRNA, rRNA, mRNA), varias proteínas estructurales 
(ribosómicas) y factores de transcripción.  
Por otro lado, y como ya se ha mencionado con anterioridad, los miRNAs son 
pequeñas moléculas de RNA endógeno que no codifican para proteína y que actúan 
como moléculas reguladoras postranscripcionales de la expresión génica. Este 
papel regulador se lleva a cabo mediante la unión por complementariedad de bases 
al mRNA diana (más concretamente a la región 3´UTR), provocando su represión 
transcripcional o degradación. 
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Forman parte de una de las clases más abundantes de moléculas reguladoras 
en organismos multicelulares; además, son de gran importancia en la homeostasis 
celular y en el desarrollo y diferenciación celular. Un solo microRNA puede tener 
cientos de mRNA diana, por lo que pueden controlar la expresión de un gran 
número de genes. 
 Al participar en numerosos procesos celulares, la alteración de la expresión 
de los miRNAs puede propiciar la aparición de un gran número de patologías. Es 
por ello que los miRNAs pueden regular negativamente la expresión génica a través 
de dos mecanismos: la degradación del mRNA diana o mediante la represión 
traduccional. Será el mRNA diana y su grado de complementariedad con el miRNA 
el que determinará la utilización de uno u otro mecanismo. Así, si la 
complementariedad es elevada o total, como ocurre en las plantas, se producirá la 
degradación del mRNA (Meister & Tuschi, 2004), mientras que si la 
complementariedad de los miRNAs con la región 3` UTR del mRNA no es total o es 
insuficiente, como ocurre en los animales, se producirá una inhibición de la 
traducción.  
La concentración intracelular de miRNA depende de la transcripción, 
procesamiento y renovación. A diferencia de los mRNAs, los miRNA son moléculas 
muy estables cuya vida media es 10 veces mayor que la de los mRNAs. Si bien, de 
forma similar a éstos, la regulación de la transcripción de los miRNAs es 
dependiente del tejido y línea celular.  Actualmente se sabe que cada tejido y cada 
célula puede expresar miRNAs específicos, y aunque un mismo miRNA puede ser 
expresado en distintos tejidos o líneas celulares, su función puede variar en uno u 
otro. En definitiva, se estima que el 30% de los genes humanos son regulados por 
mecanismos dependientes de los miRNA (Pabón-Martinez, 2011; Lin & Gregory, 
2015).  
Introducción                                                                                                                            .                                                                                                   
28 
La piedra angular del funcionamiento del miRNA es la formación del 
complejo denominado RISC que se compone de una proteína AGO y una molécula 
de miRNA. La utilidad de este complejo se debe a los siguientes factores: (i) los 
miRNA pueden reconocer específicamente sus mRNA diana a través del 
emparejamiento de bases de Watson y Crick y, al mismo tiempo, pueden separarse 
y volver a adherirse fácilmente a diferentes dianas, ejerciendo así su control en 
serie en una amplia gama de moléculas diana; (ii) las proteínas AGO proporcionan 
una plataforma muy eficiente sobre la cual los cofactores moduladores pueden 
unirse a sus objetivos. Es decir, el miRNA es el que se encarga del reconocimiento 
del mRNA diana que se va a modular y AGO determina cuál va a ser el modo de 
acción, según qué proteínas reguladoras se recluten al complejo (Lui et al., 2004; 
Meister et al., 2005). 
Los RISC de mamíferos no suelen adoptar la capacidad endonucleolítica de 
degradar los mRNAs celulares, ya que, normalmente, el apareamiento de bases 
entre miRNA-mRNA no es perfecto. Así pues, muy a menudo, el complejo RISC (AGO 
y miRNA) actúa como una plataforma para reclutar diferentes tipos de proteínas 
que, según su funcionalidad, son las que definirán el destino final de los mRNAs 
diana (Fabian & Sonenberg, 2012).  
Desde su descubrimiento hace 20 años, la función principal del miRNA-RISC 
(miRISC) parecía ser la regulación del mRNA postranscripcional en el citoplasma. 
Varios modelos han sido propuestos para explicar cómo el complejo miRNA-RISC 
controla el destino del mRNA. En general, los miRISC dificultan la traducción o 
mejoran la degradación del mRNA. Así, durante mucho tiempo, la idea 
predominante fue que la variación en la composición de los RISC conducía a 
mecanismos alternativos para el control postranscripcional. Más recientemente, la 
perspectiva ha cambiado y el modelo actual propone que, en un proceso 
secuencial, el RISC actúa inhibiendo la traducción del mRNA al principio y 
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posteriormente iniciando la degradación (Meijer et al 2013). Sin embargo, se ha 
sugerido que el orden secuencial de estos dos eventos refleja las diferencias 
cinéticas entre la represión traduccional y la desintegración del mRNA en lugar de 
una relación de causa y efecto entre ellos (Djuranovic et al., 2012; Bazzini et al., 
2012).   
Diversos autores han descrito que miRISC reconoce y se une al mRNA, 
pudiendo actuar dificultando su traducción o potenciando su degradación. Esto 
ocurre en un proceso secuencial, primero se inhibe la traducción y luego se 
degradan los mensajeros, por tanto, el miRISC puede actuar a nivel de inicio de la 
traducción, aunque cabe destacar que en el estudio realizado por Béthune et al. se 
mostró que la desadenilación y la desintegración del mRNA prevalecen en el estado 
estacionario (Béthune et al., 2012). 
Asímismo, en los últimos años, ha habido varios informes que indican que los 
complejos miRISC también están presentes en los núcleos de las células de los 
mamíferos (Catalanotto et al., 2016). 
Rigurosamente hablando, el término expresión génica abarca desde la 
activación del gen hasta que la proteína madura se localiza en el lugar adecuado y 
es plenamente funcional, de tal manera que dicha proteína contribuye a la 
expresión del fenotipo celular. 
Es un hecho que la abundancia de un mRNA y el número de moléculas de ese 
transcrito se correlaciona con el nivel de síntesis de la proteína correspondiente y, 
por esta razón, el grado de expresión de un gen puede ser estudiado con gran 
aproximación mediante detección y/o cuantificación de los mRNAs funcionales del 
citoplasma, utilizando principalmente RT-PCR e hibridación in situ.  
 Sin embargo, la expresión génica no es necesariamente un proceso 
automático una vez se ha iniciado, sino que existen unos niveles de control 
intermedios (Darnell et al., 1982). Uno de estos controles intermedios que regulan 
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la expresión génica controlando los niveles de mRNA, es la regulación pos-
transcripcional que ejercen los miRNAs. Normalmente la célula coordina la tasa de 
degradación o estabilización de sus mRNA según las necesidades que tenga de 
dichas proteínas. Así se pueden dar estímulos celulares, tanto intrínsecos como 
extrínsecos, que activan vías de transducción de señales y que modifican los 
distintos mecanismos de descomposición del mRNA. 
Es decir, la concentración de mRNAs funcionales disponibles para traducción 
a proteína depende, no sólo de la tasa de síntesis de mRNA, sino también de la 
estabilidad relativa del mRNA, una vez localizado en el citoplasma. Cuando se 
detecta un incremento o reducción del nivel de un mRNA en el estado estacionario 
en respuesta un estímulo particular, se puede precisar si esto ocurre por 
mecanismos transcripcionales.  
1.2.5 TRANSCRIPTÓMICA FUNCIONAL Y REGULACIÓN 
La transcriptómica funcional estudia la forma en la que se pueden usar los 
datos de los transcriptomas para explorar la función génica. Así pues, el obtener un 
listado de los transcritos en una determinada célula o en un grupo poblacional 
puede ofrecer información sobre la función de un determinado gen. Es decir, si un 
gen se expresa en el tejido adiposo y no en el óseo o muscular, el gen desconocido 
pudiera estar implicado en el almacenamiento de grasa o en el metabolismo, del 
mismo modo que si un gen o un transcrito se expresa en una persona centenaria 
pero no en la octogenaria o en los jóvenes, puede inferirse su implicación en la 
longevidad extrema (Samuels et al., 2021).  
Evolutivamente, en los eucariotas, han ido apareciendo mecanismos de 
regulación postranscripcionales cada vez más sofisticados, como el control por 
microRNAs, dando lugar a esquemas más complejos que regulan la estabilidad del 
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mRNA.  Sin embargo, es cierto que el mecanismo de estabilización por traducción 
sigue siendo el que desempeña un papel más destacado en la regulación del 
transcriptoma eucariota. Un análisis cuantitativo del impacto de la actividad de 
traducción en la regulación del transcriptoma ha mostrado una correlación positiva 
moderada, entre el índice de traducción del mRNA y la abundancia de mRNA en la 
tasa de transcripción (Jiang et al 2018). Por tanto, una alta actividad de traducción 
protege a una especie de mRNA de la degradación, mientras que otros mRNA 
menos traducidos se degradan activamente y se eliminan del transcriptoma.  Esto 
conduce al enriquecimiento de esa especie de mRNA. Por el contrario, la baja 
actividad de traducción hace que una especie de mRNA sea más susceptible al 
proceso de degradación (Jiang et al., 2018). 
1.3 MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN EL 
ENVEJECIMIENTO EXITOSO 
1.3.1 ESTRÉS OXIDATIVO 
El proceso de envejecimiento está asociado, entre otros, con inflamación, 
activación del “factor nuclear kappa B” (NFkB), descenso de la función inmunitaria 
(Baeza et al., 2009), aumento de la apoptosis (Chung  et al., 2002; Zhang & Herman, 
2002), daño a las mitocondrias (Rodriguez et al., 2007), aumento en la tasa de 
producción de radicales libres y descenso de defensas antioxidantes (Wickens, 
2001), con el consiguiente aumento del estrés oxidativo.  
El estrés oxidativo se define como una alteración del equilibrio entre las 
especies prooxidantes y las antioxidantes, a favor de las primeras (Sies, 1985). 
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A pesar del papel fisiológico que desempeñan algunas especies activadas 
de oxígeno, también pueden dar lugar a reacciones de oxidación indeseadas, contra 
las cuales los organismos han tenido que desarrollar defensas antioxidantes 
(Halliwell, 1996). 
La formación de cierta tasa de radicales libres es un proceso normal e 
inevitable (Slater, 1984), ya que son producto de infinidad de reacciones químicas 
imprescindibles para la vida celular. En condiciones normales, estas especies tan 
reactivas no causan daño oxidativo debido a que la célula está provista de gran 
cantidad de mecanismos antioxidantes. Además, se ha visto que los radicales libres, 
a dosis moderadas, juegan un papel muy importante en la regulación de procesos 
de señalización celular (Droge, 2002) 
Así pues, el estrés oxidativo puede originarse por: un exceso de sustancias 
prooxidantes, una deficiencia de agentes antioxidantes, o ambos factores a la vez 
(Sies, 1983), pudiendo producir así un daño oxidativo a biomoléculas, 
principalmente lípidos, proteínas y DNA (Bokov et al., 2004). 
1.3.1.1 Concepto de radical libre 
Radical libre es aquella especie química que contiene uno o más electrones 
desapareados en su capa de valencia, lo cual confiere a estas especies una gran 
reactividad (Fridovich, 1978). Se caracterizan por su gran poder oxidante y porque 
su vida media es normalmente muy corta, aunque varía en función del radical libre 
(Simic & Taylor, 1988).  
Los radicales libres abundan en los sistemas vivos y han sido propuestos 
como una de las causas del origen de la vida en nuestro planeta (Harman, 2001).  
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Por tanto, vemos como el oxígeno tiene una “doble cara”: por una parte, 
interviene en el origen a la vida y por otra, debido a su capacidad para formar 
distintos radicales libres, es capaz de dañar estructuras esenciales para el desarrollo 
de ésta, tales como el DNA, proteínas, glúcidos y lípidos (Sies, 1983; Halliwell & 
Gutteridge, 1985; Bokov et al., 2004).  
Además, los radicales libres intervienen en procesos fisiopatológicos, tales 
como cáncer, ateroesclerosis, diabetes, enfermedades neurodegenerativas e 
inflamatorias y en procesos fisiológicos como el envejecimiento y el ejercicio físico 
agotador (Davies et al., 1982; Pacifici & Davies, 1991; Sastre et al., 1992; Durackova, 
2010; Nogueira & Hay, 2013).  
En la naturaleza, son mayoritariamente compuestos derivados del oxígeno 
y se denominan especies reactivas del oxígeno (ROS). Estas especies, o bien son 
muy reactivas, o son dar lugar a especies reactivas (Tabla 1.1). Algunas de ellas son 
auténticos radicales libres derivados del oxígeno, como el radical hidroxilo. Otras 
como el H2O2, no son en realidad radicales en el sentido estricto de su definición. 
Además, existen otras especies radicalarias no derivadas del oxígeno que están 
tomando interés en los últimos años, como las derivadas del nitrógeno (RNS). 
Tabla 1.1. Especies activadas del oxígeno y nitrógeno 
ESPECIE SÍMBOLO 
Radical superóxido . O2- 
Radical hidroperóxido HO2. 
Peróxido de hidrógeno H2O2 
Radical hidroxilo . OH 
Radical alcóxido RO. 
Radical peróxido ROO. 
Óxido nítrico NO. 
Dióxido de nitrógeno NO2. 
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1.3.1.2 Génesis de radicales libres  
Las especies reactivas de oxígeno pueden tener un origen exógeno o 
endógeno (Finkel & Holbrook, 2000). Los radicales libres de origen exógeno son 
aquellos que provienen de fuentes externas al organismo, tales como la dieta (en 
la que son ingeridos muchos compuestos de naturaleza prooxidante), xenobióticos, 
toxinas ambientales (humo del tabaco, polución ambiental), radiaciones ionizantes 
y luz ultravioleta. 
Los radicales libres de origen endógeno son aquellos que se producen en el 
interior de la célula. Muchos procesos biológicos liberan ROS como productos de 
desecho, a través de una vía de señalización celular o como mecanismo de defensa 
(Morgan & Liu, 2011). Entre ellos destacan la reacción de Fenton-Haber-Weiss, la 
familia de las nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido (NADPH 
oxidasas), los peroxisomas, citocromo p450, citoquinas, factores de crecimiento, 
lipooxigenasas, ciclooxigenasas y, sobre todo, la cadena de transporte electrónico 
mitocondrial.  
La cadena de transporte electrónico mitocondrial es una de las principales 
fuentes generadoras de radicales libres en el interior de la célula (Finkel & 
Holbrook, 2000; Balaban et al., 2005). Está compuesta por una serie de proteínas 
con capacidad redox que reducen al oxígeno molecular hasta la formación de una 
molécula de agua. Esta reacción está acoplada a la fosforilación oxidativa, en la cual 
se produce energía en forma de adenosín trifosfato (ATP).  
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1.3.1.3 Mecanismos de protección frente a los radicales libres: antioxidantes 
fisiológicos  
Dado que los seres vivos han evolucionado en presencia de sustancias 
oxidantes, han sido dotados de sistemas capaces de hacer frente a este tipo de 
sustancias tan reactivas. Halliwell en 1995 definió como antioxidante a “cualquier 
sustancia que, cuando está presente en bajas concentraciones comparado con el 
sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la oxidación de este 
sustrato” (Sies, 1993; Halliwell & Gutteridge, 1995). Pueden actuar de las siguientes 
formas: 
• Previniendo la formación de ROS. 
• Interceptando el ataque de ROS. 
• Secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en moléculas 
menos reactivas. 
• Amplificando la resistencia de las dianas biológicas sensibles al ataque de 
ROS. 
• Facilitando la reparación del daño causado por ROS. 
• Manteniendo un ambiente favorable para la actuación de otros 
antioxidantes. 
Bajo el punto de vista de la fisiología celular, los podemos dividir en 
antioxidantes primarios, secundarios y terciarios. 
Los antioxidantes primarios previenen la formación de nuevas especies de 
radicales libres. Estos antioxidantes actúan por conversión de los radicales libres 
existentes en moléculas menos dañinas, o impidiendo su formación desde otras 
moléculas. Dentro de este grupo se incluye a la SOD, la glutatión peroxidasa (GPx), 
la catalasa y las proteínas ligadoras de metales (ferritina y ceruloplasmina) que 
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limitan la disponibilidad de hierro necesario para la formación del radical hidroxilo 
(Halliwell & Gutteridge, 1989). 
Los antioxidantes secundarios son protectores no enzimáticos o 
captadores de radicales libres que intervienen cuando hay superproducción de los 
mismos y los sistemas enzimáticos están desbordados, previniendo así las 
reacciones en cadena. Se incluye el glutatión, la vitamina E, vitamina C, ácido úrico, 
bilirrubina y albúmina (Halliwell & Gutteridge, 1990).  
Los antioxidantes terciarios reparan biomoléculas dañadas por los 
radicales libres. Entre ellos se encuentran los sistemas proteolíticos intracelulares, 
que actúan degradando proteínas dañadas oxidativamente, evitando de este modo 
su acumulación (Davies et al., 1987; Pacific & Davies, 1991). También podemos 
destacar las enzimas reparadoras de DNA, la metionina sulfóxido reductasa y la 
fosfolipasa A2, que corta los fosfolípidos oxidados de la membrana (Sevanian et al., 
1985). 
1.3.1.4 Papel de los antioxidantes en el proceso de envejecimiento 
En un estudio se observó que los niveles de diversos antioxidantes, tales 
como la vitamina E, el urato, la ceruloplasmina y la actividad SOD en diferentes 
organismos mostraban una correlación con la tasa metabólica multiplicada por la 
longevidad máxima de cada especie (Cutler, 1984). Consecuentemente, se propuso 
que la duración de la vida se debería correlacionar con la capacidad de protección 
antioxidante. En esta línea, se crearon moscas Drosophila melanogaster 
doblemente transgénicas, que sobreexpresaban Cu, Zn-SOD y catalasa y se observó 
que la disminución del estrés oxidativo se correlacionaba con el aumento de la 
longevidad media y máxima de dichas moscas (Orr & Sohal, 1994). Además, se 
enlentecía el proceso de envejecimiento, ya que las moscas transgénicas 
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presentaban un retraso en la pérdida de la capacidad física y niveles inferiores de 
daño oxidativo a proteínas.  
Sin embargo, tal y como se ha comentado anteriormente, diversos estudios 
han generado controversia en cuanto al papel de los antioxidantes en el proceso de 
envejecimiento. Así, se ha visto que la sobreexpresión de enzimas antioxidantes o 
la administración de sustancias antioxidantes no siempre prolonga la vida en 
ratones (Huang et al., 2000; Perez et al., 2009; Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2014) 
ni en humanos (Howes, 2006; Bjelakovic et al., 2007). En estos estudios, se ha visto 
como el suministro de sustancias antioxidantes no sólo no disminuye la incidencia 
de eventos adversos (como el cáncer o enfermedades cardiovasculares), sino que 
incluso puede producir efectos indeseados o aumentar el riesgo de mortalidad. 
1.3.1.5 Estrés oxidativo y daño a biomoléculas 
1.3.1.5.1 Daño oxidativo a lípidos 
De los principales tipos de biomoléculas, los lípidos y, sobre todo, los ácidos 
grasos poliinsaturados, son los más susceptibles de ser atacados por radicales libres 
(Cheeseman & Slater, 1993), siendo el radical hidroxilo (OH•), el peróxido (ROO•), 
el alcoxilo (RO•) y el alquílico (R•) los principales generadores de daño oxidativo a 
lípidos. 
El proceso de ataque oxidativo a lípidos, denominado peroxidación lipídica, 
comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la cadena alifática de un 
ácido graso, se desprende un átomo de hidrógeno, y se forma un radical alquílico 
(Halliwell, 1994; Krinsky, 1994). Esta reacción se produce preferentemente en los 
carbonos contiguos a enlaces dobles de los ácidos grasos poliinsaturados, ya que 
los radicales formados se pueden estabilizar por resonancia con el enlace doble. 
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Los radicales peróxido pueden reaccionar con cadenas laterales de otros ácidos 
grasos poliinsaturados, con lo que se propaga la reacción en cadena radicalaria 
(Halliwell, 1994). 
De esta manera, un sólo ataque por un radical libre da lugar a la formación 
de un gran número de productos de oxidación, sobre todo aldehídos como 
malondialdehído (MDA) y 4-hidroxi-2,3-nonenal (HNE), e hidrocarburos de cadena 
corta como etano y pentano (Freeman & Crapo, 1982; Halliwell, 1991; Cheeseman 
& Slater, 1993; Halliwell, 1994). Muchos de los aldehídos formados reaccionan 
rápidamente con los componentes celulares, con lo que causan mutaciones en el 
DNA y producen daños estructurales y funcionales al reaccionar con proteínas 
(Krinsky, 1994; Hohn et al., 2013).  
La peroxidación lipídica se considera un factor muy importante en el 
envejecimiento de células aeróbicas (Lippman, 1985) y se relaciona con diversos 
estados patológicos, tales como la inflamación, la arterioesclerosis, las 
enfermedades neurodegenerativas y el cáncer (Gueraud et al., 2010). Además, el 
daño oxidativo a los lípidos de membrana constituye, muy probablemente, un 
factor clave en la disminución de la fluidez de dichas membranas (Shigenaga et al., 
1994) y está relacionado con la longevidad de las especies (Jové et al., 2013). 
1.3.1.5.2 Daño oxidativo a proteínas 
Todos los aminoácidos presentes en las proteínas tienen residuos 
susceptibles de ser atacados por los radicales libres, especialmente por el radical 
hidroxilo (Stadtman, 1992). Dentro de los aminoácidos fisiológicos, la tirosina, la 
fenilalanina, el triptófano, la histidina, la metionina, la y la leucina son los que más 
procesos oxidativos sufren (Davies et al., 1987; Hohn et al., 2013).  
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 En la Tabla 1.2 se resumen los sistemas fisiológicamente más importantes 
que producen la oxidación de proteínas.  
Tabla 1.2. Sistemas más importantes que generan la oxidación de proteínas. 
ENZIMÁTICOS NO ENZIMÁTICOS 
NAD(P)H oxidasas/ NAD(P)H/ Fe(III)/ O2 Ascorbato/Fe(III)/O2 
Xantina oxidasa/ Hipoxantina/ Fe(III)/ O2 RSH/Fe(III)/O2 
Citocromo P450 reductasa/ Citocromo 
P450/ NADPH/ Fe(III)/ O2 
Fe(II)/O2 
Citocromo P450 Reductasa/ redoxina/ 
Citocromo P450/ NADH/ Fe(III)/ O2 
Fe(II)/H2O2 (reactivo de Fenton) 
Nicotinato hidroxilasa/ NADPH/ Fe(III)/ O2 Ascorbato/Fe(III)/O2 
 
En los procesos de daño oxidativo a proteínas, algunos aminoácidos como 
la lisina, prolina y arginina se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de modo que 
la carbonilación de las proteínas se puede emplear como un indicador de daño 
oxidativo a las mismas (Stadtman, 1992; Dalle-Donne et al., 2003). Otros 
aminoácidos como la histidina, cisteína y metionina, presentan daño oxidativo, 
pero de manera indirecta, por los productos generados durante la peroxidación 
(MDA, HNE, entre otros), pero no forman derivados de tipo carbonilo (Stadtman, 
1992).  
Como consecuencia, la exposición proteica a los radicales libres puede dar 
lugar a un cambio conformacional de la proteína, produciendo así modificaciones 
en su estructura primaria, secundaria y, en última instancia, terciaria, lo cual, a su 
vez, puede dar lugar a una pérdida o modificación de su función biológica, que suele 
ser irreversible y puede conducir a la desnaturalización de dicha proteína (Dean et 
al., 1993). Además, si dichas proteínas disfuncionales no son degradadas, los 
residuos hidrofóbicos pueden formar agregados proteicos que, con el tiempo, se 
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entrecruzan covalentemente, dando lugar al complejo proteico conocido como 
lipofuscina (Hohn et al., 2013).  
1.3.1.5.3 Daño oxidativo a glúcidos  
Los glúcidos reaccionan con facilidad con el radical hidroxilo. Los 
monosacáridos y disacáridos resisten la acción de los radicales libres de oxígeno. La 
glucosa constituye un captador del radical superóxido, al retenerlo e impedir su 
acción sobre otras moléculas. La manosa y el manitol son eliminadores del radical 
hidroxilo. Por ello, se ha observado que diversos polisacáridos actúan como agentes 
protectores celulares (Albertini et al., 1996).  
El daño oxidativo a los glúcidos reviste importancia cuando se trata de 
polisacáridos de función estructural, ya que los polisacáridos son despolimerizados 
por los radicales libres (Borel et al., 1988), dando lugar a procesos degenerativos. 
Un caso especial es el del ácido hialurónico, cuya función estructural reside en 
mantener la viscosidad del fluido sinovial. La exposición a agentes oxidantes, sobre 
todo al radical superóxido, provoca su fragmentación, lo cual conduce a la 
desestabilización del tejido conectivo y a la pérdida de viscosidad del fluido sinovial, 
como es el caso de la artritis reumatoide (Greenwald & Moy 1980). Se ha observado 
que la SOD es capaz de proteger frente a la despolimerización del ácido hialurónico 
en el líquido sinovial (McCord, 1974). Los proteoglicanos están sujetos a rotura 
oxidativa de forma similar (Greenwald & Moy, 1980). 
1.3.1.5.4 Daño oxidativo al DNA 
El DNA también es susceptible de daño oxidativo, pudiendo así encontrar 
diversos subproductos tras dicho ataque oxidativo. Entre ellos, la oxidación de la 2-
desoxiguanosina a 8-hidroxi 2´-desoxiguanosina (8-OHdG) es una de las lesiones 
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más frecuentes, la cual reviste gran importancia por su elevado efecto mutagénico, 
ya que durante la replicación producirá transversiones de purinas (Kasai & 
Nishimura, 1984; Shibutani et al., 1992). 
El daño oxidativo asociado a las proteínas y al DNA no debe ser considerado 
de manera independiente. La acumulación de formas inactivas de enzimas 
reparadoras puede aumentar la acumulación de daño oxidativo en el DNA, por lo 
que se pueden potenciar uno a otro. Cuando la replicación del DNA dañado tiene 
lugar antes de la reparación o cuando un DNA dañado se repara de manera 
incorrecta, tiene lugar una mutación (Breen & Murphy, 1995). Por ello, las lesiones 
oxidativas en el DNA parecen estar implicadas, no sólo en el envejecimiento celular, 
sino también en la patogénesis de las enfermedades asociadas a la edad avanzada. 
El DNA dañado es reparado por enzimas que cortan la parte afectada, que es 
entonces excretada por la orina (Viguie et al., 1993). Puesto que las enzimas 
reparadoras no llegan a eliminar todas las lesiones se acumulan, por lo que el 
número de mutaciones aumenta con la edad (Viguie et al., 1993). 
El DNA mitocondrial sufre mucho más daño oxidativo que el nuclear 
(Richter et al., 1988), ya que presenta ciertos rasgos que le hacen especialmente 
susceptible de ser atacado por agentes oxidantes: carece de histonas que puedan 
recibir el ataque en lugar del DNA (Johns,  1995); el sistema de reparación es menos 
efectivo (Suter & Richter, 1999) y, por último, se encuentra muy cerca de la cadena 
de transporte mitocondrial, uno de los sistemas principales de producción de 
especies reactivas del oxígeno (Giulivi & Davies, 1993). Otro factor distintivo del 
DNA mitocondrial es que no posee intrones, de manera que la modificación de 
cualquier base afecta usualmente a una zona de DNA codificante (Linnane et al. 
1989) y su repercusión suele ser, por tanto, más importante. 
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1.3.1.6 Marcadores de estrés oxidativo 
Dada la importancia del daño que el estrés oxidativo puede producir en las 
células y en el organismo, en los últimos años se ha intentado encontrar índices que 
nos permitan medirlo. Entre los marcadores o indicadores propuestos se encuentra 
el cociente glutatión oxidado/glutatión reducido (GSSG/GSH), como indicador del 
estado redox, de modo que un aumento en la concentración de glutatión oxidado 
produce una alteración de dicho estado redox celular (Sies, 1986). 
El estrés oxidativo modifica la actividad de las proteínas, provocando 
cambios en su función, y haciéndolas más susceptibles a la degradación (Stadtman, 
1992). La interacción directa ROS-proteína, en presencia de metales, produce 
derivados carbonilos altamente reactivos que resultan de la oxidación de las 
cadenas laterales de residuos de lisina, arginina, prolina y treonina, de la ruptura 
del enlace peptídico mediante la ruta de la α-amidación o de la oxidación de 
residuos de ácido glutámico (Stadtman, 2003). Estos grupos carbonilo (aldehídos y 
cetonas) se pueden detectar mediante la técnica Western blotting (ver apartado de 
material y métodos de la presente tesis) y su cuantificación es el método más 
empleado para determinar la oxidación proteica (Berlett & Stadtman, 1997; 
Chevion et al., 2000; Beal, 2002; Dalle-Donne et al., 2003).  
Además, como indicadores de daño oxidativo a lípidos, el malondialdehído 
(MDA) y el 4-hidroxi-2,3-nonenal son los más empleados, aunque también se 
pueden considerar los niveles de pentano y de etano. El MDA es uno de los 
productos generados durante el proceso de la oxidación de los lípidos en las 
membranas biológicas, capaz de provocar una alteración estructural en las mismas 
que desemboca en una pérdida de fluidez y, por tanto, un aumento de su rigidez 
(Shigenaga et al., 1994). Por ello, es un índice ampliamente utilizado para conocer 
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el nivel de oxidación lipídica de las membranas celulares. Se han descrito varios 
métodos para la determinación de MDA (Bird & Draper, 1984; Esterbauer et al., 
1991). La mayoría son poco específicos, ya que utilizan el ácido tiobarbitúrico como 
reactivo y éste reacciona con todos los aldehídos de la muestra. Estos métodos se 
han mejorado gracias a la separación, por cromatografía líquida de alta resolución, 
del aducto malondialdehído- ácido tiobarbitúrico de otras sustancias que puedan 
interferir en la determinación (Knight et al., 1988).  
1.4 JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO 
Debido al aumento de la esperanza de vida que ha tenido lugar en los 
últimos años, las estimaciones de esperanza de vida activa (exenta de discapacidad) 
y de prevalencia de discapacidad entre la población anciana proporcionan las 
herramientas necesarias para conformar los actuales y futuros escenarios del gasto 
sanitario público y privado en estas materias.  
Como hemos comentado en la Introducción, los centenarios son 
considerados como un modelo de envejecimiento excepcional, ya que, en ellos, las 
enfermedades asociadas a la edad o comorbilidades suelen aparecer a edades más 
tardías y se desarrollan más lentamente. Esto hace que su periodo de vida libre de 
discapacidad sea mayor que el de las personas que muestran un envejecimiento 
normal.  
Por ello, identificar los mecanismos moleculares que pueden contribuir al 
envejecimiento existoso contribuiría a ampliar el conocimiento sobre los factores 
que influyen en la longevidad libre de discapacidad. 
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Por tanto, la presente tesis, pretende contribuir a la identificación de los 
mecanismos moleculares implicados en el envejecimiento existoso que caracteriza 
a los centenarios.  
1.5 HIPÓTESIS DE TRABAJO 
La hipótesis de la presente tesis es que las personas centenarias poseen un 
patrón de expresión de miRNAs y mRNAs característicos que difiere de los 
septuagenarios, así como un menor nivel de estrés oxidativo, que podría 
condicionar mecanismos moleculares particulares en este grupo de personas 
excepcionalmente longevas. 
1.6 OBJETIVOS 
1.6.1 Objetivo general 
El objetivo general de la presente tesis es esclarecer si las personas 
centenarias tienen un perfil genético de expresión característico en comparación 
con personas septuagenarias y jóvenes, así como evaluar sus diferencias a nivel de 
estrés oxidativo. 
1.6.2 Objetivos específicos 
Los objetivos específicos de este trabajo fueron: 
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1. ldentificar los mRNAs y miRNAs expresados diferencialmente en 
centenarios, en comparación con personas septuagenarias y 
jóvenes. 
2. Identificar los procesos biológicos que agrupan un mayor número 
de genes característicos de centenarios. 
3. Identificar los genes que, funcional o estructuralmente, se 
relacionan con los genes característicos de los centenarios. 
4. Evaluar si existen diferencias a nivel de estrés oxidativo entre los 
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2.1 MUESTRA  
Los sujetos, objeto de esta tesis, fueron seleccionados de un estudio 
demográfico de centenarios realizado por The Spanish Centenarian Study Group en 
2007 en una zona cercana a Valencia, conocida como La Ribera, que comprende 29 
pueblos y 240.000 habitantes. Esta zona, donde el índice de prevalencia de 
centenarios es superior a la media, pertenece al Departamento 11 de Salud de la 
Comunidad Valenciana y allí se encuentra el Hospital Universitario La Ribera, en la 
localidad de Alzira.  
Para la presente tesis se reclutaron un total de 71 sujetos, divididos en 3 
grupos:  31 centenarios, 20 septuagenarios y 20 jóvenes. 
 De todos ellos sólo 20 centenarios, 16 septuagenarios y 14 jóvenes 
pudieron formar parte del estudio tras la aplicación de los criterios de inclusión y 
exclusión que a continuación se detallan.  
Los criterios de inclusión para formar parte del estudio fueron los 
siguientes: 
• Para los centenarios, haber nacido antes de 1908. 
• Para los septuagenarios, haber nacido entre 1928 y 1938. 
• Para los jóvenes, haber nacido entre 1968 y 1988. 
• Todos deberían haber pertenecido al área 11ª de Salud de la 
Comunidad Valenciana durante, al menos, los 6 últimos años. 
• Todos los pacientes (o representantes legales) debieron firmar el 
consentimiento informado. 
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El único criterio de exclusión fue la presencia de cualquier enfermedad 
terminal. 
2.2 DISEÑO DEL ESTUDIO Y CONSIDERACIONES ÉTICAS 
El estudio fue concebido como un estudio longitudinal, de base poblacional, 
tipo cohorte abierta. 
El ámbito del estudio fue la zona de la Ribera, Valencia, España. 
A continuación, en la Figura 2.1 se muestra un esquema del estudio, donde 
se puede observar el número total de sujetos reclutados y la división en los 
diferentes grupos de estudio. 
 
Figura 2.1. Esquema del diseño del estudio 
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Todos los individuos fueron informados acerca de la naturaleza y objetivos 
del estudio, la voluntareidad del mismo y se solicitó su consentimiento informado 
por escrito (Anexo 2).  
El estudio se sometió a los principios de bioética recogidos en la declaración 
de Helsinki y a la legislación española pertinente. Además, contó con la aprobación 
del comité ético de investigación clínica del Hospital de Alzira (Anexo 3). 
2.3 RECURSOS MATERIALES  
2.3.1  RECURSOS MATERIALES CLÍNICOS 
La fase clínica del presente estudio fue llevada a cabo en el Hospital de La 
Ribera, en el término municipal de Alzira, y en el propio domicilio de los sujetos. En 
esta fase se emplearon los siguientes materiales: 
• Hoja de información al paciente y consentimiento informado (Anexo 2).   
• Balanza de precisión digital SECA, modelo 803, capacidad 150 Kg, para 
determinar el peso del paciente.   
• Tallímetro de pared SECA para la determinación de la altura. Rango de 
medición: 0-220 cm, peso: 202 g.    
• Material para extracción sanguínea:   
o Impresos de petición de analítica. 
o Nevera portátil KODIAK R16 (capacidad 11L) para transporte de 
muestras, con capacidad de regulación térmica. 
o Compresor o torniquete. 
o Contenedor de objetos punzantes BD (capacidad 1.5L). 
o Esparadrapo de papel antialérgico MEDAPORE. 
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o Etiquetas para la identificación de las muestras. 
o Gasas estériles MEDICOMP. 
o Guantes estériles KIMTECH. 
o Jeringuillas y agujas intravenosas. 
o Povidona yodada. 
o Tubos de extracción de sangre BD Vacutainer® PPTTM (Plasma 
Preparation Tube) (BD, Franklin Lakes, NJ) con EDTA (8,5mL), para 
medir parámetros bioquímicos de laboratorio y de estrés oxidativo.   
o Tubos de extracción de sangre BD Vacutainer® CPT™ (Cell 
Preparation Tube) (BD, Franklin Lakes, NJ) con heparina sódica (8 
mL) para aislamiento de células mononucleares de sangre 
periférica (PBMC). 
2.3.2 RECURSOS MATERIALES DE LABORATORIO 
La fase experimental de este trabajo fue llevada a cabo en el Laboratorio 
de Fisiología de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia. 
En este apartado se detallan los aparatos y reactivos de laboratorio 
utilizados para la medición de las distintas variables bioquímicas de la presente 
tesis. 
2.3.2.1 Aparatos 
• Balanzas:   
- Balanza de precisión Sartorius, modelo 6110 balance, sensibilidad 
± 0.0001 g. 
- Balanza Gram precision, modelo AHZ, sensibilidad ± 0.01 g. 
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• Centrífugas: 
- Centrífuga Hettich, rotina 35 R para eppendorfs. 
- Centrífuga Thermo scientific, Sorvall legend XTR. 
- Centrífuga Sigma, 1-14. 
• Espectrofotómetro (Cecil, CE3021, 3000 series) para determinación de 
concentración de proteínas totales. 
• Material para el aislamiento de miRNA/ RNA: 
o Espectrofotómetro GeneQuant Pro Classic (GE Healthcare) para 
determinar por OD 260/280 la pureza y concentración de RNA. 
o Bioanalizador 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA; USA) 
dónde se miden los LabChip a través de un programa específico 
(electroforesis capilar, perfiles de integridad, valor RIN). 
• Material para expresión de miRNA/ RNA: 
o Termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystem). 
o  Horno de hibridación específico Hybridization Oven 640 
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) 
o Estación de lavados GeneChip®Fluidics Station 450 (Affymetrix, 
Santa Clara, CA, USA), protocolo FS450_0003 
o GeneChip®Scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) y las 
imágenes se analizaron con el programa GeneChip®Command 
Console (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) y el programa miRNA QC 
Tool v.1.1.10 (www.affymetrix.com) 
• Material para la obtencción cDNA: Termociclador Gene Amp®PCR System 
9700 (Applied Biosystems). 
• Material para la amplificadión y cuantificación del cDNA: 7900 HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). 
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• Sistema de purificación de agua: Marca MILLIPORE, modelos Milli-Q y Milli-
R. 
• pHmetro: marca Crison, pHmeter, GLP21, con elerctrodo incorporado 
INGLOD. 
• Material para electroforesis (Figura 2.2): 
- Cubetas de electroforesis y electrotransferencia: casa SIGMA- 
ALDRICH. 
- Fuentes de alimentación de electroforesis: Marca BIO-RAD, modelo 
PowerPac Basic. 









Figura 2.2. Material para electroforesis 
 
• Dispositivo fotográfico: Sistema fotográfico marca Polaroid, modelo MP 4+. 
• Equipo de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) (Figura 2.3): 
Cromatógrafo DIONEX modelo Ultimate 3000, compuesto por: 
- Bomba marca SHIMADZU, modelo LC-10 AD. 
- Autoinyector SHIMADZU, modelo SIL-10AD vp. 
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- Detector UV SHIMADZU, modelo SPD-10 AV. 
- Detector de fluorescencia RF 2000. 
- Controlador del equipo: programa Chromoleon. 
- Ordenador  
- Columna de fase reversa C18 Hypersil GOLD, dimensiones 150 x 4,6 mm 
y 5 μm de partícula. 
 
Figura 2.3. Equipo de HPLC para la determinación de los niveles de MDA 
 
• Campana de gases (flujo laminar vertical): 
- Marca Crumair, 1100-G A. 
- Marca Burdinola, OR-ST 1200. 
• Baño seco: Marca Stuart, Block heater, SBH 130 D. 
• Agitador magnético: Marca Stuart, Hotplate stirrer, SB 162-3. 
• Baño caliente: Marca Clifton, modelo Shaking bath, con agitación regulable. 
• Congeladores: 
- (-80⁰C) Marca Revco, modelo Ultima II. 
- (-80⁰C) Marca Platinum 500. 
- (-20⁰C) Marca Liebherr, modelo Comfort Nofrost. 
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- (2⁰C) Nevera Lynx. 
2.3.2.2 Reactivos 
• Aislamiento de miRNA y RNA: 
o Kit mirVanaTM miRNA Isolation Kit (Ambion, Austin, TX, USA) (PN 
AM1560). 
o Cloroformo (Sigma-Aldrich C2432) 
o Etanol 100% grado HPLC (Sigma-Aldrich E-031) 
o Kit RNA 6000 Nano LabChip® y el marcador de pesos moleculares 
RNA 6000 Ladder®Ambion para determinar integridad del RNA por 
electroforesis capilar. 
• Expresión de miRNA y RNA: 
Para miRNA: 
o Microarrays GeneChip®miRNA 2.0 Array (Affymetrix, Santa Clara, 
CA, USA) y oligos controles del microarray: RNA Spike Control 
Oligos. 
o Kit FlasTagTMBiotin HSR RNA Labeling Kit de Genisphere (artíc Eva) 
/ 5X FlahTag Biotin HSR Ligation Mix. 
             Para RNAs: 
o GeneChip Human Gene 1.0ST Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, 
USA) 
 
o WT Expression Kit (Ambion). 
 
A modo de resumen de los aparatos y reactivos empeados para la 




                                                                                                             Materiales y métodos 
 57 
Tabla 2 1. Resumen de los aparatos y reactivos empeados para la extracción, aislamiento, 
y determinación de perfiles de expresión 
 miRNA RNA 
EXTRACCIÓN Reactivos: VACUTAINER CPT™ (Cell Preparation Tube) (BD, 
Franklin Lakes, NJ). 
Aparatos: 








1._ CONCENTRACIÓN (OD 260nm) Y PUREZA (OD 260/280nm): 
   Reactivos: Kit mirVanaTMmiRNA Isolation Kit (Ambion, Austin, 
TX, USA) (PN AM1560) 
    Aparatos: Espectro GeneQuant Pro (GE Healthcare). 
2._ INTEGRIDAD (electroforesis capilar): 
  Reactivos: Kit RNA 6000 LabChip® y marcador de PM RNA 6000 
Ladder®Ambion. 
 Aparatos: Bioanalizador 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA; USA). 




• Kit FlasTagTMBiotin HSR 
RNA Labeling Kit de 
Genisphere  
• GeneChip®miRNA 2.0 
Array (Affymetrix, Santa 
Clara, CA, USA) 
Marcaje: 
• WT Expression Kit 
(Ambion).  
• GeneChip Human 
Gene 1.0 ST Array 
(Affymetrix, Santa 
Clara, CA, USA 
Hibridación: Hybridization Oven 640 (Affymetrix) 45°C for 18 
hours. 
Lavado: GeneChip®Fluidics Station 450 (Affymetrix, Santa Clara, 
CA, USA). 
• Para GeneChip®miRNA 2.0 Array, protocolo FS450-0003 




• Aparato: GeneChip®Scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa 
Clara, CA, USA), 
• Programa: GeneChip®Command Console (Affymetrix, 
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• Obtencción cDNA (validación la expresión de genes mediante RT-PCR): 
o Transcriptasa inversa MultiScribeTMRT (Applied Biosystems),  
o kit TaqMan®MicroRNA Assays (Applied Biosystems) (PN 
4366596,4366597). 
• Amplificadión y cuantificación del cDNA (validación la expresión de genes 
mediante RT-PCR): 
o Sistema TaqMan® (Applied Biosystems), sondas TaqMan 
o TaqMan®Universal Master Mix (Applied Biosystems) (PN 4428173 
Rev.B) para 4 miRNAs 
o TaqMan®Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) (PN 
4369016) para el snoRNA scaRNA17  
• Determinación de proteínas totales: Se empleó el Protein ASSAY kit de 
Sigma-Aldrich Química, que contiene el reactivo Lowry y Folin. 
• Determinación de proteínas carboniladas: Se empleó el OxyBlot protein 
oxidation detection Kit de Millipore. 
• Revelado de las membranas de los Western blottings: Para revelar las 
membranas de polivinildenedifloride (PVDF) (marca BIO-RAD) se empleó el 
Protoblot Western blot AP System kit. 
• Otros reactivos químicos: 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol (Tris) 
1.5 M y 0.5 M, acrilamida/ bisacrilamida, dodecil sulfato sódico (SDS), 
N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine (TEMED), β-Mercaptoetanol, ácido 
clorhídrico (HCl), hidróxido de potasio (KOH), glicina, azul Comassie, rojo 
Ponceau, ácido etilendiamino-N,N,N',N'-tetraacético (EDTA), H2O2, etc. El 
resto de los reactivos se obtuvieron de los laboratorios: Sigma-Aldrich 
Química (España), Boehringer Manheim S.A. (Alemania), Molecular Probes, 
Panreac, Merck Biochemica (Alemania). 
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2.4 MÉTODOS 
2.4.1 PROCESADO DE LA MUESTRA BIOLÓGICA 
2.4.1.1 Procedimiento de la extracción sanguínea 
Las muestras de sangre fueron tomadas en el propio domicilio del sujeto, 
en ayunas. A continuación, se indican los puntos más importantes del método de 
extracción: 
1. Colocar al sujeto en posición adecuada con el brazo en hiperextensión (el 
sujeto nunca debe de estar de pie), y el compresor 7-10 cm por encima de 
la zona de punción elegida. 
2. Localizar la vena más adecuada por calibre y movilidad, preferentemente 
en la fosa antecubital, aplicar antiséptico sobre la zona e introducir la 
jeringuilla. 
3. Llenar cada tubo con cuidado hasta que exista la suficiente cantidad de 
sangre. Se deben llenar primero los tubos para muestra coagulada y 
terminar con los tubos con anticoagulantes. Como anticoagulante para el 
plasma y sangre total se utilizó ácido etilendiamino-N,N,N',N'-tetraacético 
(EDTA) (plasma) o heparina sódica. Los tubos con anticoagulante deben 
llenarse hasta consumir todo el vacío para mantener la proporción correcta 
de anticoagulante y sangre. Una vez llenos, invertir varias veces los tubos.  
4. Retirar la aguja y ejercer presión sobre la zona de punción con la gasa hasta 
que deje de sangrar. 
5. Meter los tubos o bien directamente en un congelador de -80⁰C o en la 
nevera para ser transportados al laboratorio. 
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2.4.1.2 Procedimiento de la obtención del plasma  
Una vez extraída la sangre con los tubos de extracción de sangre BD 
Vacutainer® PPTTM (Plasma Preparation Tube) (BD, Franklin Lakes, NJ) con EDTA 
(8,5mL), éstos se centrifugaron durante 10 minutos a 2200 G, en un tiempo no 
superior a una hora después de la extracción.  
El plasma sobrenadante se aspiró cuidadosamente y se alícuotó en 
crioviales de 1.5 mL (cada criovial debía estar adecuadamente etiquetado e 
identificado). Seguidamente, éstos se almacenaron en cajas de crioalmacenaje y se 
guardaron en un congelador de -80⁰C para las posteriores determinaciones de 
parámetros bioquímicos y de estrés oxidativo. 
2.4.1.3 Procedimiento de la obtención de células mononucleares de sangre 
periférica 
Una vez extraída la sangre en el tubo correspondiente (VACUTAINER CPT™), 
se centrifugó durante 15 minutos a 3000 g y temperatura ambiente, en un tiempo 
no superior a una hora después de la extracción. El protocolo de centrifugacion 
indica no usar freno para evitar la rotura de la fase monocitarias. Los tubos CPT 
permiten, en un solo paso, la separación y transporte de PBMC, estandarizando y 
simplificando el proceso. Como anticoagulante contienen heparina de sodio, y un 
gel como medio para la formación del gradiente de densidad (Ficoll) que permite la 
separación de células.  
Tras la centrifugación, en los CPT se forman varias capas según el gradiente 
de densidad distinguiendose tres anillos (Figura 2.4): 
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1. Eritrocitos y granulocitos, cuya densidad es mayor que la del Ficoll y lo 
atraviesan depositándose en el inferior (anillo inferior). 
2. PBMC, al ser de menor densidad que el Ficoll, no lo atraviesan y quedan 
retenidas en la interfase, formando una capa fina y opalescente que forma 
una barrera estable e impermeable entre el sedimento situado en la parte 
inferior del tubo y el plasma situado en la zona superior (anillo blanco 
intermedio). 
3. Plasma (anillo superior). 
Tras la centrifugación, se descartó el plasma con ayuda de una pipeta y se 
recogió el anillo blanco intermedio que contiene las PBMC. Estas células fueron 
lavadas dos veces con PBS y se congelaron a -80⁰C en crioviales de 1.5 mL para el 
posterior aislamiento del RNA y miRNA. 
 
Figura 2.4. Esquema de las capas formadas según el gradiente de densidad. 
Tras la centrifugación, las PBMC se encuentran en la capa superior blanquecina de la 
interfase. 
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2.4.1.4 Procedimiento de la obtención del RNA y miRNA 
Es importante remarcar que no precisamos de dos aislamientos diferentes 
pues, tanto para el estudio de los mRNAs como de los miRNAs, partimos de RNA 
total y la extracción de ese RNA fue llevada a cabo usando el kit mirVanaTMmiRNA 
Isolation Kit (Ambion, Austin, TX, USA) (PN AM1560). Previamente se comprobó 
que dicho kit no retiene los miRNAs, obteniendose todos los RNAs, tanto los 
transcriptos largos como los miRNAs 
El RNA total de las PBMC fue aislado mediante el kit mirVanaTMmiRNA 
Isolation Kit (Ambion, Austin, TX, USA) (PN AM1560) según las instrucciones del 
fabricante. A continuación, se resumen las fases de dicho proceso: 
1. LISADO Y HOMOGENIZACIÓN: A cada tubo eppendorf que contenía las 
PBMC, se le añadió 500µl del Tampón de Lisis. Se homogeneizó y se añadió, 
a cada muestra, 50µl del Aditivo Homogenizador de miRNA a fin de 
estabilizar el RNA e inactivar las RNAasas, invirtiendo cada eppendorf varias 
veces y dejando reposar la mezcla 10 min en hielo. 
2. EXTRACCIÓN ORGÁNICA: Tras el reposo, se adicionaron 500µl de Ácido-
Fenol: Cloroformo (Sigma-Aldrich C2432) a cada eppendorf, mezclando por 
pipeteo cada muestra. Se centrifugó durante 5 minutos a 14.000 rpm y 
temperatura ambiente para separar la fase orgánica (donde están los 
restos lisados de otros componentes celulares) de la fase acuosa (RNA), 
creando una interfase compacta. De este modo se consiguió eliminar los 
componentes celulares no deseados. 
3. AISLAMIENTO DE RNA: La fase acuosa, donde se encontraba el RNA total, 
se transfirió a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL, anotando el volumen 
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recuperado. Se añadieron 1.25 volúmenes de etanol absoluto 100% por 
volumen recuperado de la fase acuosa. Cada muestra se transfirió a una 
columna de filtrado y se centrifugó a 14.000 rpm, Tª ambiente, durante 15 
segundos para hacer pasar la mezcla a través del filtro de fibra de vidrio, a 
fin de que el RNA quedara retenido en el filtro. 
A continuación, se procedió a realizar los lavados: el primer lavado con 
700µL de la Solución de Lavado 1 y dos lavados posteriores con 500µL de la Solución 
de Lavado 2/3. Tras cada uno de los lavados se realizó una centrifugación a 10.000 
rpm, Tª ambiente, durante 10 segundos. 
Una vez finalizados los lavados, se eluyó el RNA total contenido en el filtro, 
añadiendo 50µL de agua libre de RNAasas (volumen final 50µl). 
Todas las eluciones se almacenaron a -80ºC para posteriores mediciones. 
Este protocolo fue usado tanto para aislar RNA total como para aislar 
miRNAs puesto que, según las indicaciones del fabricante, el proceso de 
enriquecimiento para el aislamiento de pequeños RNAs (como serían los miRNAs), 
no es adecuado cuando vamos a usar técnicas de microarrays para medir los 
perfiles de expresión. 
2.4.2 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN, PUREZA E 
INTEGRIDAD DEL RNA 
Sin duda, uno de los mayores avances de la era post-genómica es el cambio 
de paradigma y de perspectiva. Si en la era pre-genómica podíamos estudiar a 
fondo un único gen, con la llegada de la era post-genómica, podemos obtener 
cantidad de mediciones simultaneas y estudiar muchos genes a la vez. De esta 
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manera, podemos tener una perspectiva más general, aunque sea con menor 
resolución. 
Como sabemos, no todos los genes se expresan a la vez y los perfiles de 
expresión génica pretenden medir la actividad de los genes en un momento 
determinado. 
Para la medición de los perfiles de expresión génica diferencial entre 
centenarios, septuagenarios y jóvenes por medio de arrays, no sólo es importante 
la cantidad de RNA sino también su calidad, que mediremos en base a su pureza e 
integridad, siendo tanto la cantidad como la calidad condiciones imprescindibles 
para obtener resultados reproducibles y comparables en el análisis de expresión 
génica. 
En nuestro estudio se partió de 200 ng totales de RNA con un RIN (RNA 
Integrity Number) ≥ 6.  
2.4.2.1 Determinación de la concentración y pureza  
El control inicial de la cantidad de RNA total obtenido, y de su grado de 
pureza, se midió mediante técnicas espectrofotométricas, con el 
espectrofotómetro GeneQuant Pro Classic (GE Healthcare Little Chalfont, UK). 
En el laboratorio se realizó una dilución 1:3 del RNA total de cada muestra 
con 1 µL de la muestra obtenida y 2 µL de agua libre de RNAasas. En este sentido, 
es importante tener en cuenta la dilución que se le realiza al RNA para que los 
resultados se ajusten a los límites de medida del espectrofotómetro. 
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Cada dilución se introdujo en un capilar de cuarzo para su medición en el 
espectrofotómetro. La medida de referencia o blanco se realizó con 3 µL del agua 
libre de RNAasas utilizada para la disolución.  
Debido a la presencia de bases aromáticas nitrogenadas, los ácidos 
nucleicos absorben luz ultravioleta a 260nm (A260) de longitud de onda y esta 
característica se usó para determinar su concentración: 1 unidad absorbancia a 260 
nm de longitud de onda (A260) de RNA de cadena simple es igual a 40µg/mL. Este 
cálculo lo realizó automáticamente el espectrofotómetro y nos proporcionó 
directamente la concentración del RNA presente en cada muestra. 
1 unidad A260 de RNAsc = 40µg/mL 
Del mismo modo, para evaluar el grado de pureza de las muestras, se 
empleó la relación OD 260/280 (A260/A280) que también proporciona 
automaticamente el espectrofotómetro GeneQuant Pro Classic (GE Healthcare 
Little Chalfont, UK). Siendo A260 la absorbancia debida a los ácidos nucleicos y A280 
la absorbacia debida a las proteínas y las impurezas orgánicas e inorgánicas (por 
ejemplo, fenol, cloroformo, etc) resultantes del proceso de extracción. Así, las 
extracciones puras de RNA tienen un valor A260/A280 cercano a 2,0 (tabla 2.2). 
Tabla 2.2. Determinación de la pureza en base a los valores obtenidos mediante el OD 
260/280 
RATIO VALOR PUREZA 
260/280 2.0-2.2 Pureza óptima 
260/280 > 1.7 Pureza aceptable 
260/280 < 1.7 Presencia de compuestos aromáticos 
(proteínas, fenoles, etc) 
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2.4.2.2 Determinación de la integridad 
Las medidas anteriores (i.e. A260 nm y la relación A260/280), sólo nos 
indican la cantidad de RNA y su grado de pureza, pero no permiten conocer la 
integridad del RNA y este es un parámetro esencial en los estudios de expresión 
génica.  
Existen diversos métodos para determinar el grado de degradación del RNA 
total, uno de ellos es la relación entre bandas ribosomales 28S/18S observadas en 
gel de agarosa (parámetro subjetivo que, en buena medida, depende de la 
interpretación del investigador) y otro es el RIN (RNA Integrity Number). 
En este trabajo se empleó este último, pues el RIN es un parámetro objetivo 
que pretende proporcionar una medida universal, objetiva y robusta de la calidad 
de las muestras. 
Así pues, en nuestro estudio la integridad del RNA  se midió con el kit RNA 
6000 LabChip® siguiendo las instrucciones del fabricante, tal y como se detalla a 
continuación: 
1. Los reactivos se dejaron 30 min a temperatura ambiente antes de su 
utilización.  
2. El gel se preparó utilizando una columna de 550μL que se centrifugó a 4000 
rpm durante 10 min, recogiéndose el gel filtrado. Posteriormente se 
depositó 9μL de dicho gel en los pocillos correspondientes del LabChip® 
para formar el gel de migración.  
3. 1μL del marcador de peso molecular (RNA 6000 Ladder®Ambion) y 1μL del 
RNA total extraído de cada una de las muestras a analizar se 
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desnaturalizaron durante 2 min a 70ºC (desnaturalización altamente 
recomendada por el fabricante), y se introdujeron en los pocillos 
correspondientes. 
4. Finalmente, los chips se agitaron en un vórtex, con ayuda del acoplador 
específico, durante 1 min a máxima potencia (2400 rpm) y se introdujeron 
en el Bioanalizador 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA; USA).  
El Bioanalizador 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA; USA) es un 
equipo de análisis automatizado que combina la tecnología de la electroforesis 
capilar (análisis electroforético) y la fluorescencia (electroferograma). Así, el 
programa informático del Bioanalizador 2100 calculó un algoritmo a partir de la 
información obtenida del análisis electroforético y teniendo en cuenta el 
electroferograma resultante. El valor obtenido o RIN (RNA Integrity Number) 
permitieron determinar la calidad de las muestras de una manera objetiva en base 
a un rango numérico del 1 al 10. Un valor de 10 correspondió a una muestra con la 
máxima integridad posible. 
• RNA íntegro, valor de RIN entre 9 y 10 
• RNA degradado, RIN <6 
• Sólo RNA con RIN ≥6 fueron consideradas aptas para estudio de expresión 
génica mediante arrays. 
 
El bioanalizador, a través del programa informático 2100 Expert 
v.B.01.02.SI136, permitió visualizar los resultados de la electroforesis capilar, así 
como de los perfiles de integridad en un ordenador acoplado. El bioanalizador 
empleó una fluorescencia entre 670 nm y 700 nm para determinar la calidad e 
integridad del RNA total. Para cada muestra, el programa realizó un 
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electroferograma específico y calculó el valor de integridad (RIN), tal y como se 
refleja en la Figura 2.5. 
 
 
Figura 2.5. Ejemplo de un electroferograma del RNA total extraído de las PBMC de una 
muestra del grupo de centenarios. Se aprecian los 18S y 28S ribosomales. El RIN obtenido 
en esta muestra fue de 8.80. 
2.4.3 DETERMINACIÓN DE LOS PERFILES DE EXPRESIÓN DE 
miRNA 
Las técnicas genómicas de alto rendimiento desarrolladas en los últimos 
años han automatizado las técnicas experimentales de biología molecular 
convencional para poder realizar análisis y obtener datos a gran escala, es decir, a 
nivel ómico o global, que son derivados de análisis de genomas completos. Estas 
técnicas que proporcionan un gran volumen de información en poco tiempo han 
ido incrementando su potencial y reduciendo costes, llegando a convertirse en 
herramientas indispensables en el ámbito de la investigación actual. 
En la presente tesis, los perfiles de expresión de RNAs no codificantes se 
estudiaron mediante el microarray GeneChip®miRNA 2. 0 Array (Affymetrix, Santa 
Clara, CA, USA). Este microarray reunía 15.644 secuencias de miRNA maduros 
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procedentes de la base miRBASE (v15) codificados a partir de 131 organismos, 
abarcando además 2.334 snoRNAs/ scaRNAs y 2.202 conjunos de sondas exclusivas 
de secuencias de pre-miRNA. 
Se partió de un total de 200ng de RNA de cada muestra, siguiendo las 
instrucciones del fabricante: 
1. Los miRNA presentes en la muestra se marcaron con el Kit FlasTagTM Biotin 
HSR RNA Labeling Kit de Genisphere.  
2. Se añadieron a la muestra los oligos RNA Spike Control Oligos, que 
contienen los controles del microarray.  
3. Se realizó la mezcla de la reacción, que contenía el tampón de reacción 
junto con MnCl2 (25nM), ATP y la enzima PAP (poliadenilato polimerasa) 
para generar el extremo donde, seguidamente, se procede al marcaje. La 
mezcla de la reacción, junto con la muestra, se incubó durante 15 minutos 
a 37°C. 
4. El marcaje se realizó añadiendo 5X FlahTag Biotin HSR Ligation Mix y la T4 
DNA Ligasa, que une las moléculas de marcaje a los extremos sintetizados 
en la reacción anterior. Se incubó durante 30 minutos a 25°C y finalmente 
se paró la reacción añadiendo la solución IISR Stop Solution. Este proceso 
se realizó en el termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied 
Biosystem). 
5. Posteriormente, se preparó el cóctel de hibridación para cada una de las 
muestras, que contenía los controles de hibridación y de alineamiento 
respectivos. Cada cóctel de hibridación fue introducido en su respectivo 
Materiales y métodos                                                                                                           . 
 70 
microarray e hibridado en el horno de hibridación Hybridization Oven 640 
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) durante 18h a 48°C.  
6. A continuación, se pasaron los microarrays por un tren de lavados y 
marcaje con ficoeritrina-estreptavidina, en la estación de lavados 
GeneChip®Fluidics Station 450 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). El 
protocolo específico, en la estación de lavados, indicado para los 
GeneChip®miRNA 2.0 Array fue el FS450_0003.  
7. Tras este paso, los microarrays fueron escaneados con el 
GeneChip®Scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), 
obteniéndose las imágenes de cada muestra. Las imágenes obtenidas 
fueron analizadas mediante el programa GeneChip®Command Console 
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) y junto con el programa miRNA QC Tool 
v.1.1.10 (www.affymetrix.com) se procedió a realizar el resumen, 
normalización y controles de calidad de cada una de ellas. 
2.4.4 DETERMINACIÓN DE LOS PERFILES DE EXPRESIÓN DE 
mRNA 
Para la determinación de los perfiles de expresión génica diferencial entre 
centenarios, septuagenarios y jóvenes, se seleccionaron las muestras de RNA que 
cumplían con las condiciones establecidas de concentración (≥ 20 ng/µL) y de 
calidad (RIN ≥ 6), desechando las que no se ajustaban a dichos criterios. 
Una vez seleccionadas, se procedió al análisis de los perfiles de expresión 
utilizando el array de transcriptoma humano GeneChip® Human Gene 1.0 ST Array 
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Este array, analiza los modelos de expresión de 
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28.869 genes con más de 750.000 sondas (el elemento esencial de la tecnología 
GeneChip es la unión de los oligonucleótidos sobre una superficie de silicio). 
Para nuestro estudio partimos de muestras de RNA total con una cantidad 
de 200 ng y un RIN ≥ 6, que fueron marcadas con WT (Whole Transcript) Expression 
Kit de Ambion. Este kit permite preparar muestras de RNA para el análisis por 
microarrays del transcriptoma completo, de ahí sus siglas WT. Los kits WT, usan 
protocolos que evitan el sesgo de las amplificaciones, y las sondas están ubicadas a 
lo largo de toda la secuencia de cada locus génico, haciendo que la señal de 
expresión sea más fiable y siendo además posible la detección de los distintos 
exones del gen.  A modo de resumen, el kit genera cDNA a partir del RNA total 
previa amplificación y posterior fragmentación y marcaje usando para esto último 
el GeneChip WT Terminal Labeling Kit. Además, uliliza unos primers 
específicamente diseñados usando un algoritmo patentado, que evita la unión del 
RNA ribosómico, un serio problema en los estudios de expresión. 
Las muestras se analizaron siguiendo las instrucciones del fabricante, que 
se resumen a continuación: 
Paso Previo: el kit incluye unos Poly-A RNA Controles los cuales fueron 
adicionados a las muestras de RNA, de modo que este fuera amplificado y marcado 
siguiendo el mismo proceso descrito anteriormente.  Cuando finaliza el protocolo, 
la intensidad de hibridación de esos controles en el array, nos ayuda a monitorizar 
el proceso de marcaje, independientemente de la calidad de las muestras de RNA 
de partida. 
Paso 1: Síntesis de la primera hebra de cDNA usando la transcriptasa 
inversa y usando como primer T7-(N) oligos (esto es un oligonucleótido corto 
complementario en la cola de poli-A del extremo 3`del mRNA, con 7 Tiaminas). Este 
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T7 oligo, se hibrida al RNA, actuando de cebador para la transcriptasa inversa y ésta 
copiará el RNA a su cadena complementaria de DNA, formando una doble hélice 
híbrida DNA/RNA. 
Paso 2:  Síntesis de la segunda hebra de cDNA. En este paso la hebra simple 
de cDNA es convertida en doble hebra. La reacción usa DNA polimerasa y RNasa H 
que es una enzima que sólo ataca al RNA generando cortes y delecciones en su 
cadena. 
Paso 3: Síntesis de cRNA usando Transcripción In Vitro (IVT) T7: En este 
paso se sintetizó cRNA y se amplificó por IVT usando la enzima T7 RNA polimerasa. 
Este método para obtener RNA se conoce como método de transcripción inversa-
IVT (RT-IVT), también llamado método Eberwine (Van Gelder et al., 1990). Se basa 
en el método de amplificación de RNA lineal y reactivos con mejoras que crean un 
flujo de trabajo simplificado, un rendimiento mejorado y requisitos de entrada de 
RNAs más flexibles. Este paso de incubación es largo (duración aproximada 16h). 
Paso 4: Purificación del cRNA y evaluación del rendimiento y del tamaño 
este paso es importante pues a partir de ese cRNA se va a volver a sintetizar cDNA. 
Para ello, al igual que en el RNA de las muestras de estudio, el cRNA ha de cumplir 
unos estándares mínimos de pureza. Se trata principalmente de procesos de lavado 
donde usamos isopropanol, etanol y los reactivos preparados para este fin en el kit 
(tampones, soluciones de lavado, etc).  
En cuanto al rendimiento, determinamos la concentración del cRNA 
midiendo la absorbancia a 260 nm con un NanoDrop espectrofotómetro. La 
cantidad de cRNA obtenido depende de la cantidad y calidad del poli(A)RNA que 
haya en el total del RNA inicial. Debido a que la proporción de poli (A)RNA en el 
RNA total de un organismo depende del estado de salud y del órgano del que se 
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aisla, cantidades iniciales de RNA total pueden producir cantidades variables de 
cRNA. Como media podemos decir que 100ng de RNA inicial deberían proporcionar 
valores ≥20 µg de cRNA. 
Paso 5: Segundo ciclo de síntesis de cDNA: partimos de 10µg del cRNA 
obtenido anteriormente y le añadimos los random primers (cebadores aleatorios), 
dUTP/dNTP mix y la transcriptasa inversa. De este modo obtendremos un cDNA que 
contiene dUTP en una proporción fija en relación con los dTTP, pero como sabemos 
uracilo no es base del DNA.  Podríamos decir que en este paso se sintetiza un cDNA 
con “muesca” (dUTP) y por esa muesca es por donde se fragmentará. 
Paso 6:  Hidrólisis usando RNasa H: en este paso eliminamos el RNA 
quedándonos con el cDNA de una hebra (el cDNA con muesca). 
Paso 7: Purificación y evaluación del rendimiento del cDNA del 2º ciclo: 
como en la purificación anterior del cRNA, usamos los reactivos proporcionados en 
el kit: la mezcla de unión de cDNA (cDNA Binding Mix), las soluciones de lavado, las 
de elución, etc.  
Para evaluar el rendimiento medimos la absorbancia a 260 nm usando el 
Nanodrop. Hay que recordar que partimos de 10 µg de cRNA y, para la mayoría de 
los tejidos, eso nos debería proporcionar una cantidad >6 µg de cDNA. 
Paso 8: Fragmentación y marcaje del cDNA de hebra simple 
(monocatenario): para ello usamos el kit GeneChip® WT Terminal Labeling de 
Affymetrix. Como el cDNA del segundo ciclo (sensestrand) contiene dUTP usaremos 
una enzima llamada uracil-DNA glicosilasa (UDG) y una endonucleasa apurínica/ 
apirimidínica 1 (APE1) para reconocer y fragmentar el cDNA por los residuos de 
dUTP no naturales (muesca). Una vez fragmentado, se procede al marcaje con 
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deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) y con el reactivo de marcaje de DNA 
patentado por Affymetrix. 
Paso 9: Hibridación en dispositivos microarrays tienen alta densidad de 
oligonucleótidos y así podemos medir la expresión global. 
Todos estos pasos están esquematizados en la Figura 2.6. 
 
Figura 2.6. Esquema resumen del protocolo de WT Expression Kit de Ambion. 
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2.4.5 ANÁLISIS DE LOS DATOS DE LOS MICROARRAYS 
Los datos (.CEL files) fueron filtrados y analizados estadísticamente 
mediante el programa Partek Genomic Suite 6.6 (Partek lnc., St Louis, MO). Se 
normalizaron los resultados mediante el algoritmo RMA. Tras realizar una ANOVA 
unifactorial con todas las muestras, se identificaron los miRNA y mRNAs 
estadísticamente significativos entre los diferentes grupos de estudio. Los genes se 
filtraron cuando presentaban un un p-valor ≤ 0.05 y un cambio de expresión (fold 
change) de ± 1.8. 
Los datos resultantes fueron analizados mediante un Análísis de 
Componentes Principales (PCA) para determinar las fuentes significativas de la 
variabilidad de los datos. En este tipo de análisis, la menor distancia entre parejas 
de puntos en un espacio dimensional indica la similitud entre dichas muestras en 
una variable determinada, ya que este caso, cada variable correspondía a un 
espacio dimensional. Así, las muestras que están cerca en el conjunto, son similares 
en un gran número de variables. Al contrario, muestras que están lejos del conjunto 
son diferentes en un gran número de variables. 
Finalmente, los miRNAs y mRNA que eran estadísticamente significativos 
fueron importados al Pathway Studio v8.0 de Ariadne para clasificar la función 
molecular y los procesos biológicos representados por la expresión diferencial 
entre los tres grupos de estudio: centenarios, septuagenarios y jóvenes. 
Materiales y métodos                                                                                                           . 
 76 
2.4.6 VALIDACIÓN DE LOS DATOS OBTENIDOS: 
RETROTRANSCRIPCIÓN- AMPLIFICACIÓN DEL RNA 
En la actualidad, existen varios métodos de determinación de la expresión 
génica para validación de los datos obtenidos en análisis génicos masivos. Nosotros 
empleamos la retrotranscripción-amplificación del RNA mediante la reacción en 
cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR), que consta básicamente de dos 
pasos:  
2.4.6.1 Síntesis del DNA complementario (cDNA) 
El cDNA se obtuvo a partir del RNA total mediante el proceso de 
transcripción inversa conocido como retrotranscripción (RT). Para ello, fue 
necesaria la enzima transcriptasa inversa MultiScribeTMRT (Applied Biosystems), se 
llevó a cabo mediante el kit TaqMan®MicroRNA Assays (Applied Biosystems) (PN 
4366596,4366597). Este kit permite realizar la RT en el rango de concentración de 
1 hasta 10ng del RNA total por cada 15µL de reacción. Nosotros partimos de 10ng 
de RNA total para la retrotranscripción a cDNA. 
Cada uno de los componentes se adicionaron en un tubo eppendorf de 0,2 
mL y se incubaron a 16°C durante 30 minutos, seguido de un ciclo a 42°C durante 
30 minutos, y finalmente se inactivó la transcriptasa inversa mediante una 
incubación a 85°C durante 5 min. Todo el proceso se llevó a cabo en un 
termociclador Gene Amp®PCR System 9700 (Applied Biosystems). El cDNA 
obtenido se almacenó a - 20°C hasta su uso. 
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2.4.6.2 Amplificación cuantitativa del RNA mediante reacción en cadena de la 
polimerasa en tiempo real (RT-PCR) 
Una vez sintetizado el cDNA (mediante la RT), lo amplificamos por medio 
de la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR), llamada también 
PCR cuantitativa. Este método permite amplificar de forma selectiva secuencias 
específicas de DNA a través del uso de fluoróforos, de modo que se establece una 
relación exponencial directa entre la intensidad de fluorescencia y la cantidad de 
producto formado. Es actualmente el método más sensible y exacto para la 
detección de niveles de mRNA, tanto en células como en tejido.  
El método de RT-PCR está basado en la síntesis de una hebra 
complementaria de DNA, utilizando una cadena simple como molde. La RT-PCR 
utiliza dos fragmentos cortos de DNA (oligonucleótidos) como cebadores de la 
síntesis. Estos cebadores o primers se unen específicamente a secuencias que 
flanquean la región a amplificar, uno en cada una de las cadenas del DNA, y 
permiten la amplificación selectiva. 
El proceso básico se desarrolla en tres pasos que se repiten sucesivas veces, 
según el gen a amplificar:  
• Desnaturalización: separación de las cadenas complementarias del DNA. 
• Unión o annealing: unión de los cebadores específicos a sus secuencias 
complementarias. La temperatura de unión es característica de cada pareja 
de cebadores.  
• Extensión: síntesis de la hebra complementaria a partir del respectivo 
cebador.  
La repetición de este ciclo un determinado número de veces produce un 
aumento exponencial de la cantidad de la región diana del DNA, que viene dado 
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por la expresión 2n (siendo n el número de ciclos) hasta que se llega a un punto en 
que disminuye la eficiencia de la enzima, y la reacción deja de ser exponencial. 
En el caso de la RT-PCR cuantitativa, el parámetro de medida de la 
expresión de un determinado gen no es la fluorescencia, sino el ciclo en el que la 
amplificación comienza a ser exponencial. Este ciclo se denomina ciclo umbral 
(“threshold cycle”, Ct), pues es a partir del cual la amplificación empieza a ser 
realmente apreciable. De este modo, los valores de ciclo umbral decrecerán 
linealmente conforme aumenta la cantidad de cDNA de partida, puesto que 
cuantas más copias de mRNA de partida del gen estudiado haya, más cDNA se 
obtendrá en la retrotranscripción, y antes comenzará la amplificación a ser 
exponencial. 
Así pues, realizando una curva estándar de cantidades de mRNA de partida 
conocidas, este método permite la cuantificación relativa de la expresión de un gen 
en función de la expresión de un gen de expresión constitutivo, es decir, que no 
varía según diferentes condiciones. La cuantificación absoluta supone el 
conocimiento del número exacto de copias de mRNA de partida empleado para la 
realización de la curva estándar 
Otro método para determinar la expresión a partir de las curvas de 
amplificación obtenidas consiste en la comparación de Ct. Como hemos señalado, 
cuanto más mRNA de partida hay, menor es el Ct obtenido. Este método se asemeja 
al método de la curva estándar, pero utiliza fórmulas aritméticas cuya resolución 
conduce a la cuantificación relativa de la expresión de un determinado gen. 
En la presente tesis, la RT-PCR se realizó con el sistema de detección 7900 
HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems), mediante el kit 
TaqMan®Universal Master Mix (Applied Biosystems) para la detección de los 
                                                                                                             Materiales y métodos 
 79 
miRNA y el kit TaqMan®Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) para la 
detección de snoRNA, scaRNA17 y mRNA. 
La reacción se realizó según el protocolo proporcionado por el citado kit. 
Cada una de las muestras se analizó por triplicado. En cada una de las placas 
realizadas se añadió el control endógeno de cada una de las muestras por triplicado 
y los controles negativos. 
Cada reacción de RT-PCR contenía 1µL del producto de la RT, 5µL de 
TaqMan®Universal Master Mix o TaqMan®Gene Expression Master Mix (Applied 
Biosystems) y 0.5µL de la sonda correspondiente en un volumen final de 10µL. Los 
niveles de trancriptos fueron detectados por 7900 HT Fast Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems). 
Las condiciones de la PCR que se siguieron se resumen en la Tabla 2.3. 
Tabla 2.3. Condiciones de la RT-PCR 
Paso  Temperatura (⁰C) Tiempo N⁰ de ciclos 
Desnaturalización inicial 95 10 min 1 
Desnaturalización 95 15 s 
40 
Unión/ Extensión 60 60 
Los sistemas de PCR a tiempo real detectan la cantidad de fluorescencia 
producida en cada ciclo de PCR y mediante un programa de análisis se representa 
dicha fluorescencia gráficamente respecto al número de ciclos.  
En esta tesis se empleó el programa informático Sequence Detection 
Software (SDS) v 2.4 (Applied Biosystems) para obtener la información generada en 
cada uno de los ciclos. Este programa construye las curvas de amplificación a partir 
de los datos de emisión de fluorescencia, generando una gráfica que recoge en el 
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eje de ordenadas, la intensidad de la fluorescencia y el eje de abscisas, el número 
de ciclos transcurridos (Figura 2.7). El ciclo dónde la amplificación comienza a ser 
exponencial se denomina ciclo umbral (threshold cycle, CT), a partir del cual la 
intensidad de fluorescencia empieza a ser apreciable y proporcional a la cantidad 
inicial de cDNA. Cuantas más copias existan en la muestra de partida, más cDNA se 
obtendrá en la transcripción inversa, y menores CT obtendremos en la amplificación 
de RT-PCR. Nuestro valor CT se estableció en 0,05. 
 
Figura 2.7. Curva de amplificación RT-PCR. La línea horizontal de color rojo indica el valor 
umbral, el ciclo en el cual la amplificación empieza a ser exponencial es el ciclo umbral (CT), 
representado en morado. El ΔRn (en verde) es el incremento de fluorescencia. 
 
Para el análisis de los resultados usamos el método semicuantitativo ΔΔCT. 
Este método permite extrapolar la cantidad de miRNA o mRNA existente en una 
muestra frente a otra de referencia. Consiste en calcular el ΔCT, que es la diferencia 
entre el CT del miRNA o mRNA que se quiere cuantificar y el CT del control 
endógeno. Para calcular la expresión relativa de la muestra frente al control 
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comparamos el ΔCT del grupo de estudio en relación con el ΔCT de la muestra 
control. Así aplicamos la siguiente fórmula para conocer la expresión relativa: 2-
(∆(∆C
T
)), donde: ∆CT = (CT problema - CT control endógeno), y ∆(∆CT) = (∆CT grupo 
estudiado -∆CT basal). 
2.4.7 CUANTIFICACIÓN DE MDA EN PLASMA 
El malondialdehído (MDA) resulta de la peroxidación lipídica de los ácidos 
grasos poliinsaturados existentes en la célula (principalmente en las membranas) 
cuando éstos son atacados y degradados por las especies reactivas del O2. El MDA 
es por tanto un marcador de peroxidación lipídica. 
Para esta determinación emplearemos la cromatografía líquida de alta 
resolución conocida por sus siglas en inglés, HPLC (high performance liquid 
chromatography). Como sabemos, la cromatografía es un método físico de 
separación en el cual los componentes que se van a separar se distribuyen entre 
dos fases, la fase estacionaria (columna de partículas de sílice o alúmina) y la fase 
móvil que en este caso es liquida y actúa de portador de la muestra. La separación 
cromatográfica en HPLC es el resultado de las interacciones específicas de las 
moléculas de la muestra en ambas fases. Por un lado, está la retención de los 
componentes de la muestra por la fase estacionaria (ADSORCIÓN) y por otro la 
solubilidad de los mismos en el eluyente o fase móvil (REPARTO); de este modo la 
HPLC logra una migración diferencial entre los componentes de la muestra y una 
separación de estos. Las especies más retenidas serán las que presenten una mayor 
afinidad (solubilidad) por la fase estacionaria que por la fase móvil. 
Existen 2 modos básicos de operación para la HPLC:  
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 Fase normal: cuando se emplea una fase estacionaria polar y una fase móvil 
no polar. 
 Fase reversa: cuando se emplea una fase estacionaria no polar y fase móvil 
polar.  
Actualmente los métodos cromatográficos en fase reversa son los más 
extendidos dada la naturaleza hidrofílica de las muestras biológicas que son las de 
mayor interés (clínico, alimentario, farmaceútico) y como en nuestro caso el MDA. 
La cromatografía líquida de alta eficacia, HPLC, requiere de una 
instrumentalización para llevarse a cabo y estos dispositivos constituyen el 
cromatógrafo que, por simbiosis con la técnica, se conoce también como HPLC.  
Muy a groso modo, un cromatógrafo está constituido por una bomba para el 
suministo de eluyentes, un dispositivo de inyección para inyectar la muestra en la 
fase móvil, una columna (fase estacionaria) donde se producirá la retención y 
separación del analito y un detector que es el recurso usado para identificar y medir 
la cantidad del componente o componentes de la muestra que se han separado, 
siendo el más usado el detector UV/visible. Es importante señalar que en los 
últimos años ha habido un auge de las técnicas espectrométricas sobre todo de la 
espectrometría de masas (MS) en detrimento de la espectroscopia, pero el detector 
de nuestro cromatógrafo utiliza la espectroscopia de absorción molecular UV/VIS. 
 El MDA [CH2 (CHO)2] es un compuesto muy reactivo, su molécula es muy 
pequeña con apenas un peso molecular de 72,0636 g/mol y es volátil todo lo cual 
dificulta mucho su medición. Estas razones nos abocan a medir los valores de MDA 
mediante la técnica de la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) previa 
derivatización de la muestra. Dicha derivatización consiste en “capturar” las 
“escurridizas” moléculas de MDA mediante la formación de aductos con otros 
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compuestos químicos, en nuestro caso el ácido tiobarbitúrico (TBA) y de este modo 
hacerlas “medibles”. 
Así pues, para la determinación de malondialdehido (MDA) por HPLC se 
utilizó el método descrito por Wong et al., (Wong et al., 1987), en el cual, una 
molécula de MDA reacciona con 2 moléculas de ácido tiobarbitúrico (TBA) 
produciendo un aducto que es un cromógeno rosado con un máximo de absorción 
entre λ= 532-535 nm. Los resultados obtenidos se expresarán en micromolaridad 
(µM) equivalente a nanomoles/mL (nm/mL).  A continuación, se describe dicho 
método: 
a) Preparación de los reactivos 
- Tampón acetato sódico anhidro 2 M, pH 3,5 con TBA 0,2%: Para preparar 
200 mL de tampón se toman 23,8 mL de ácido acético glacial (pureza 98%) y se le 
añaden a unos 120 mL de agua desionizada (“mili-Q”). Se ajusta el pH hasta 3,5 con 
hidróxido de sodio (NaOH) 10 M. A continuación, se añade a la solución 0,4 g de 
ácido tiobarbitúrico y se mantiene en agitación, a 50-60⁰C, hasta la total disolución 
del TBA. Se comprueba que el pH se mantiene y, si no es así, se vuelve a ajustar. 
Finalmente, se enrasa el volumen a 200 mL y se guarda protegido de la luz a 4⁰ C. 
- Tampón KH2PO4 50 mM, pH 6,8: Para preparar 200 mL se pesan 1,36 g de 
KH2PO4 y se añaden a unos 120 mL de agua desionizada. A continuación, se ajusta 
el pH con KOH (1 M) hasta 6,8 y se enrasa con agua desionizada hasta alcanzar el 
volumen final. Posteriormente, se guarda a 4⁰ C. 
- Tampón KH2PO4 50 mM, pH 3,5: Para preparar 200 mL se pesan 1,36 g de 
KH2PO4 y se añaden a unos 120 mL de agua desionizada; se ajusta el pH con HCl (1 
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M) hasta 3,5 y se enrasa con agua desionizada hasta el volumen final. Se guarda 
también a 4⁰ C. 
b) Preparación de los patrones 
La identificación y cuantificación del MDA de las muestras analizadas se 
lleva a cabo por medio de una recta de calibrado, la cual se prepara previamente 
con una solución comercial de MDA. Para ello se procede de la manera siguiente: 
1. Se parte de una solución comercial de MDA-bis (dimetilacetal, PM: 164,2 
g/mol, Merck) a concentración de 12,2 M. Haremos los cálculos para 
obtener una solución 100 mM que será nuestra solución de partida o 
solución madre (100 mM) luego haremos diluciones seriadas hasta obtener 
los puntos de la recta de calibrado. Para la solución inicial de 100 mM, 
diluiremos 8,2 µL de MDA 12,2 M en 991,8 µL de agua desionizada, 
alicuotaremos 25 µL en eppendorfs y congelaremos a -20⁰C.   
2. Partiendo de la solución madre de 100 mM haremos diluciones seriadas 
hasta obtener las concentraciones de MDA que queremos configuren 
nuestra recta patrón: 
• 10 mM dilución 1:2 y obtenemos una solución 5 mM  
• 5 mM dilución 1:100 obtenemos una solución 50 µM 
• 50 µM dilución 1:2 y obtenemos 1º punto de la recta 25 µM    
• 25 µM dilución 1:2 obtenemos solución 12,5 µM 
• 12,5 µM ó nmol/mL  
• 5 µM obtenida por dilución 1:5 de la solución 25 µM 
• 2,5 µM obtenida por dilución 1:2 de la solución 5 µM 
• 1,25 µM obtenida por dilución 1:2 de la solución 2,5 µM 
• 0,625 µM obtenida por dilución 1:2 de la solución 1,25 µM 
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Los puntos elegidos para nuestra recta patrón son: 25 µM – 12,5 µM – 5 µM – 2,5 
µM – 1,25 µM – 0,625 µM además de un blanco que contendrá agua desionizada 
en lugar de muestra y que seguirá el mismo proceso de derivatización.  
Tener en cuenta que para la preparación de cualquier recta de calibrado es de suma 
importancia la homogeneidad de las disoluciones, motivo por el cual es muy 
recomendables el uso de un vortex.   
 
c) Procedimiento de derivatización 
1. A 500 µL del tampón inicial (con TBA) se le añaden 20 µL de plasma. 
2. La preparación se incuba durante 60 minutos a una temperatura de 95⁰C. 
Es en este paso donde se produce la hidrólisis de los lipoperóxidos y la 
consiguiente liberación de moléculas de MDA, que se conjugan con dos 
moléculas de ácido tiobarbitúrico (TBA), por tanto, lo que se determina es 
el aducto MDA-TBA2, como índice de peroxidación lipídica. 
3. Al sacarlas, las muestras deben mantenerse en hielo. 
4. Añadir 500 µL del tampón de KH2PO4 (pH 6,8) a cada muestra. Agitar. Este 
paso es crítico ya que el aducto MDA-TBA2 es inestable en el rango de pH 
neutro-básico, por lo que debe hacerse con rapidez. 
5. Centrifugar durante 5 min. a 13000 g, a una temperatura de 4⁰C. 
6. A 200 µL del sobrenadante añadirle 200 µL del tampón KH2PO4 50 mM, pH 
3,5 y agitar.  





Materiales y métodos                                                                                                           . 
 86 
d) Preparación de las fases móviles para HPLC 
Se trata de una elución “isocrática”, donde la composición de la fase móvil 
es constante.  
Como ya se ha dicho, es una cromatografia en “fase reversa”, es decir, la 
fase estacionaria o columna es no polar (hidrocarburos adheridos a partículas de 
sílice) mientras que la fase móvil es polar, en nuestro caso está constituida por una 
solución salina KH2PO4 50 mM de pH 6,8 y acetonitrilo en proporción 73/18. Esto 
quiere decir que el tiempo de retención será mayor para las moléculas de 
naturaleza apolar, mientras que las moléculas de carácter polar eluyen más 
rápidamente y es sabido que el MDA es uno de los aldehídos más polares. 
En el proceso cromatográfico hay dos fases: una fase de elución, que es el 
intervalo de tiempo donde eluirá nuestra molécula, y posteriormente una fase de 
lavado y equilibrado de la columna a fin de prepararla para el paso de la siguiente 
muestra. 
- Fase de lavado (Fase B): está constituida por una mezcla de acetonitrilo/ 
agua desionizada al 70%, ambos de máxima pureza (agua desionizada tipo “milli-
Q”). 
- Fase de elución (Fase A): La sal que contiene esta fase es KH2PO4 50 mM, 
pH 6,8. La relación es de 83/17 (KH2PO4 50 mM, pH 6,8/ acetonitrilo). El modo de 
preparación es el siguiente: 
1. Pesar 13,6 g de KH2PO4 y disolverlos en unos 1800 mL de agua desionizada 
(“mili-Q”). 
2. Ajustar el pH de esta disolución a 6,8 con KOH 1 M. 
3. Enrasar hasta 2000 mL. 
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4. Añadir 410 mL de acetonitrilo. Esta solución debe homogeneizarse bien. 
5. La solución será filtrada con un kitasatos, mediante bomba de vacío y filtro 
de 0,22 micras (Millipore). 
Antes de pasar por el HPLC, ambas fases deben desgasificarse por baño de 
ultrasonidos unos 20 minutos ya que las burbujas de aire suponen un serio 
problema en la HPLC. 
e) Condiciones cromatográficas 
- Flujo de las fases: 1 mL/min 
- Detección en HPLC: se utilizó el detector UV a 532 nm. 
- Columna: C18 Hypersil GOLD, dimensiones 150 x 4,6 mm y 5 
μm de partícula. 
f) Método cromatográfico 
Al ser un método isocrático, sólo se necesita programar el tiempo que va a 
estar pasando cada una de las fases líquidas correspondientes. Cada cromatograma 
conlleva unos 24 minutos y la secuencia de las fases móviles a través del HPLC es la 
que se muestra en la Figura 2.8: 
 
Figura 2.8.Programación de la duración (minutos) de las Fases A y B, durante un 
cromatograma del análisis de Malondialdehído (MDA). 
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Una programación de muestras supone el repetir cada secuenciación 
anterior tantas veces como muestras y patrones se deseen analizar, de tal manera 
que se obtiene de cada muestra un cromatograma como el que se muestra en la 
siguiente figura (Figura 2.9). 
 
Figura 2.9. Cromatograma de una muestra problema. 
2.4.8 DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS POR LOWRY 
Se empleó el Protein Assay Kit, basado en el método de Lowry (Lowry et al., 
1951), un método colorimétrico de valoración cuantitativa de las proteínas. El 
reactivo de Lowry, incluido en el kit, contiene SDS, que facilita la disolución de las 
proteínas parcialmente insolubles y tartrato cúprico alcalino, que se une a las 
proteínas. El reactivo de Folin, también incluido en el kit, contiene fenol, que al 
interaccionar con el tartrato da lugar a un compuesto de color azul.  
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A la muestra de plasma se le añadieron los reactivos antes mencionados, 
formándose un complejo coloreado, siendo la intensidad de color proporcional a la 
concentración de proteínas, según la ley de Lambert-Beer. A continuación, se 
detalla dicho procedimiento: 
a) Preparación de los reactivos 
- Reactivo Lowry: Añadir 40 mL de agua desionizada al reactivo comercial 
Lowry Reagent Powder. A continuación, mezclar hasta disolver por completo. 
Guardar a temperatura ambiente. 
- Reactivo Folin: Añadir 90 mL de agua desionizada a 18 mL de la solución 
Folin & Ciocalteu’s Phenol Regaent en una botella opaca y mezclar bien. Guardar a 
temperatura ambiente. 
b) Preparación de la recta patrón 
Dado que, como hemos mencionado anteriormente, la cuantificación de 
proteínas totales de las muestras analizadas se llevó a cabo gracias a una curva 
patrón, previamente al ensayo hubo que prepararla: 
1. Preparar un concentrado de seroalbúmina bovina (BSA) (10 mg/mL): pesar 
10 mg de BSA en un eppendorf y añadirle 1 mL de agua desionizada (“milli 
Q”). 
2. Realizar diferentes diluciones a partir de la solución anterior, para 
conseguir los siguientes puntos para nuestra recta patrón: 
- 5 mg/mL (diluir a la mitad la solución de 10 mg/mL). 
- 2.5 mg/mL (diluir a la mitad la solución anterior). 
- 1 mg/mL (diluir 1/10 la solución de 10 mg/mL). 
- 0.1 mg/mL (diluir 1/10 la solución anterior). 
Materiales y métodos                                                                                                           . 
 90 
- Blanco (sólo agua desionizada). 
 
c) Protocolo 
1. En un eppendorf pipetear 490 μL de agua desionizada y 10 μL de la muestra. 
2. Añadir 500 μL del reactivo de Lowry e incubar 20 minutos en oscuridad. 
3. Añadir 250 μL del reactivo de Folin Ciocalteu e incubar 30 minutos en 
oscuridad. 
4. Medir la absorbancia a λ= 660 nm. 
d) Cuantificación de los resultados 
Para calcular las absorbancias de las diferentes muestras problema, se 
descartaron las llamadas “interferencias” (otros solventes o reactivos del sistema 
que absorben a la misma longitud de onda que dichas muestras). Para ello, se 
preparó una muestra que contenía todos los componentes del sistema menos 
aquel que se desea medir (muestra o patrón). Esta muestra se llama blanco y la 
absorbancia de éste debe restarse a las muestras problema y a los patrones, o bien, 
con el blanco se calibra el instrumento a absorbancia igual a 0, es decir, 100% de 
transmisión.  
ΔAbs = Abs muestra o patrón – Abs blanco 
El resultado se expresó en una gráfica de la absorbancia en función de la 
concentración (mg/mL). Si el sistema seguía la ley de Lambert-Beer, se obtenía una 
línea recta que pasaba cerca del origen. A continuación, se determinó gráficamente 
la concentración de la muestra desconocida dibujando la absorbancia frente 
concentraciones conocidas de nuestro patrón interno (BSA). Se escogió la parte 
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lineal y se calculó la recta de regresión lineal que mejor se ajustaba y a ésta se 
interpolaron los datos de absorción de nuestras muestras de plasma (Figura 2.10). 
Figura 2.10. Ejemplo de recta patrón para la determinación de la concentración de 
proteínas en mg/mL en función de la absorbancia a λ= 660 nm. 
2.4.9 DETERMINACIÓN DE CARBONILACIÓN PROTEICA EN 
PLASMA 
Para la determinación de proteínas carboniladas se empleó el método 
Western blotting o inmunoblotting, mediante el OxyBlot protein oxidation detection 
Kit.  
La electroforesis fue llevada a cabo en geles con una matriz de 
poliacrilamida (PAGE), en condiciones desnaturalizantes, ya que para conseguir que 
las proteínas se separen por su peso molecular, es imprescindible que éstas se 
encuentren completamente desnaturalizadas, en su estructura primaria. Para ello, 
se utilizó la combinación de un detergente desnaturalizante (dodecilsulfato sódico, 
SDS) y un agente reductor (β- mercaptoetanol). A continuación, se detalla el 
procedimiento completo: 
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a) Derivatización de las muestras 
1. Añadir 5 μL de muestra a un eppendorf, o el volumen necesario para tener 
20 μg de proteína. Si el volumen es inferior, ajustar a 5 μL con agua 
desionizada. 
2. Añadir 5 μL de SDS al 12% p/v. En el caso de que el volumen de la muestra 
exceda los 5 μL, se corrige añadiendo menor volumen de SDS a mayor 
concentración. 
3. Añadir 10 μL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) a cada muestra, que 
marcará los grupos carbonilo. También se prepararán muestras como 
controles negativos, a los que se añade solución de derivatización control. 
4. Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos. 
5. Añadir 7.5 μL de la solución de neutralización. Si no se había añadido un 
agente reductor a la muestra durante el homogenado, añadir 1-1.5 μL de 
β-mercaptoetanol. 
b) Western blotting 
1. Cargar las muestras en los geles: Se carga un volumen total por muestra de 
28 μL en cada pocillo (15 pocillos en total), empleando geles discontinuos 
al 12.5% de Acrilamida (29:1 Acrilamida: Bisacrilamida) con un 0.1% de SDS. 
2. Electroforesis (Figura 2.11): Se aplica un campo eléctrico de voltaje 
constante de 20 miliamperios (mA) durante al menos 2 horas en tampón 
Tris-Glicina (25 mM Tris, 200 mM Glicina, 0.1% SDS, pH 8.3). 
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Figura 2.11. Esquema electroforesis SDS-PAGE 
 
3. Transferencia: Una vez finalizado el desplazamiento electroforético, el gel 
se transfiere (blotting) a una membrana de PVDF (Schelider & Schuel, USA), 
mediante electrotransferencia en condiciones húmedas, por medio del 
sistema Mini-protean II (Bio-Rad, USA). El proceso se mantiene de forma 
que pasan 170 mA por cada membrana de la cual se hace transferencia, en 
tampón de transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, Metanol 20% v/v, 
pH 8.3). 
4. Bloqueo: Tras la transferencia, las membranas se incuban 60 minutos a 
temperatura ambiente en tampón de bloqueo: 5% p/v de BSA, 0.1% 
Tween-20 en 1x PBS (PBS-T). 
5. Lavados: Se realiza 1 lavado de 15 minutos y dos de 5 minutos con 10 mL 
de PBS-T. 
6. Anticuerpo primario: Las membranas se incuban durante toda la noche a 
4⁰C en agitación orbital, en tampón de anticuerpo primario (5% BSA, 0.1 % 
Tween-20 en 1x PBS) con una dilución de anticuerpo primario 1:150. 






1 muestra por pocillo
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8. Las membranas son incubadas 60 minutos con el anticuerpo secundario 
conjugado con peroxidasa de rábano. El anticuerpo se disuelve en tampón 
de bloqueo a la concentración 1:300. 
9. Lavados: Se repite el paso 5. 
10. Revelado: La membrana se incuba 1-5 minutos con reactivo ECL 
(Amersham Pharmacia, USA) e inmediatamente se revela con un detector 
quimioluminiscente, mediante el programa Image Gauge V4.0 de FUJIFILM. 
 
c) Cuantificación de los resultados 
 Las imágenes obtenidas fueron almacenadas en formato digital TIF para 
poder realizar la densitometría de las bandas, utilizando el programa “Image J”. 
Como control de carga, se tiñeron las membranas con rojo Ponceau. Así, se calculó 
la densitometría de la membrana haciendo una ratio: densitometría de la 
carbonilación de proteínas/ densitometría de la membrana teñida con rojo 
Ponceau, expresándose el resultado como unidades arbitrarias de proteínas 
oxidadas. 
2.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los análisis estadísticos se realizaron mediante el programa estadístico 
SPSS (versión 24.0).  
Para la descripción de las variables se emplearon la media aritmética, la 
desviación estándar, el mínimo, el máximo, frecuencias y porcentajes. 
Mediante el test Kolmogorov-Smirnov se comprobó el ajuste o no a una 
distribución normal de cada variable. 
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 Para la comparación de medias se aplicaron: 
• En los casos en que la variable se distribuyera de manera normal: ANOVA 
para muestras independientes (además de las correspondientes pruebas 
post-hoc: Tukey y Games Howell). 
• En los casos en los que la variable no se distribuyera de manera normal: 
prueba de Kruskal-Wallis, además de las correspondientes comparaciones 
por pares, empleando la prueba U de Mann-Whitney. 
Para aceptar la existencia de diferencias estadísticamente significativas en 
los diferentes análisis se ha tomado un intervalo de confianza al 95% (p= 0.05).  
2.6 TRATAMIENTO BIBLIOGRÁFICO 
Respecto al tratamiento de la documentación bibliográfica, se ha hecho en 
base a los requisitos exigidos a los artículos científicos enviados a revistas 
biomédicas para su aceptación y posterior publicación recogidos en las normas de 
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3.1 IDENTIFICACIÓN DE LOS miRNA EXPRESADOS 
DIFERENCIALMENTE EN CENTENARIOS 
3.1.1 SELECCIÓN DE MUESTRAS PARA EL ESTUDIO DE miRNA 
3.1.1.1 Control de calidad de las muestras 
Para la realización de este estudio de miRNAs, el primer paso, y el más crítico, 
fue el cribado de las muestras antes de procesarlas. Para seleccionar las muestras, 
establecimos como criterios de inclusión los siguientes parámetros: 
• Una concentración de RNA total superior a 20 ng/µL por muestra. 
• Una pureza no inferior a 1.8, en base a la ratio de absorción 260/280 nm. 
• Una integridad determinada por un RNA Integrity Number (RIN) superior o 
igual a 6. 
La Tabla 3.1 muestra la media de dichos parámetros para cada grupo de 
edad. 
Tabla 3.1. Media de los parámetros de calidad establecidos para el RNA total obtenido de 
las muestras de PBMC para el estudio de miRNAs, por grupos de edad 
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Así, en la Tabla 3.1 podemos observar que todas las muestras que 
finalmente se seleccionaron para realizar el estudio de miRNAs, cumplían con los 
criterios establecidos. Asimismo, constatamos que las muestras de los tres grupos 
de edad eran de calidad similar. 
En la Figura 3.1 podemos observar los óptimos perfiles de integridad de los 
3 grupos objeto de estudio, con un solapamiento casi perfecto. Además, en cada 
electroferograma, se puede aprecian 2 picos bien resueltos correspondientes a las 
bandas 18S y 28S ribosomales y la confirmación nos la proporciona la electroforesis 
capilar realizada en paralelo, donde claramente se diferencian las dos bandas de 
migración ribosomales características. El solapamiento de los 3 grupos implica 
calidades de RNAs muy parecidas y justifica la comparación entre grupos. 
 
  
Figura 3.1. Representación gráfica de la calidad de las muestras incluidas en el estudio de 
miRNAs. A) Solapamiento de los electroferogramas representativos de cada grupo de 
estudio; Jóvenes (verde), septuagenarios (rojo) y centenarios (azul). B) Gel de electroforesis 
capilar correspondiente a las bandas 18S y 28S ribosomales representativo para cada uno 
de los grupos de estudio. 
 
A) B) 
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Las muestras que presentaban valores de RIN inferiores a 6, fueron 
excluidas del estudio. Así, de los 22 centenarios que inicialmente eran candidatos 
por cumplir el criterio de inclusión, 2 fueron eliminados por este motivo, 
reduciéndose el grupo de centenarios a 20. En cuanto a los 20 octogenarios 
iniciales, de ellos sólo 16 tenían un valor de integridad superior a 6 (RIN ≥ 6), y con 
lo que respecta a los jóvenes, del grupo inicial de 20, se descartaron 6, pues 
presentaban RINs propios de degradación. 
En definitiva, se realizaron 20 microarrays de centenarios, 16 microarrays de 
octogenarios y 14 microarrays de jóvenes, lo que supuso un total de 50 microarrays 
que debieron pasar los siguientes controles de calidad. 
3.1.1.2 Control de calidad de los microarrays 
Affymetrix ha desarrollado varios controles de calidad en los análisis de expresión 
génica, los cuales permiten asegurar la calidad de los datos obtenidos. Todos ellos 
fueron aplicados en el presente estudio. 
I. El primer control consistió en obtener imágenes escaneadas de todos los 
microarrays para generar unos archivos llamados .DAT y comprobar con 
ellos que no existían artefactos o diferencias en la intensidad de señal de la 
matriz. 
Todas las imágenes .DAT obtenidas de nuestros 50 microarrays fueron 
correctas, las intensidades fueron homogéneas y no se detectó ningún 
artefacto que pudiera interferir en la detección de la fluorescencia. 
II. Mediante el segundo control, se comprobó la hibridación y el 
alineamiento. Esto se hizo mediante un oligo sintético de control llamado 
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oligo B2 y el programa de análisis GeneChip®CommandConsole®3.0 (AGCC) 
de Affymetrix. 
El oligo B2 se añadió al cóctel de hibridación y, además de servir como 
control positivo de hibridación, nos permitió visualizar el correcto 
alineamiento de la gradilla sobre la imagen (por el patrón de tablero de 
ajedrez y por el nombre del array en la esquina superior izqda.). Esta 
alineación se hizo de manera automática a través del programa 
mencionado. 
En todas las muestras la intensidad de hibridación del oligo B2 a lo largo del 
array fue similar y, por tanto, hubo una buena eficacia de hibridación y un 
correcto alineamiento de la gradilla así que el programa generó unos 
archivos, denominados archivos .CEL, para cada una de las muestras. 
III. El tercer control y los posteriores se llevaron a cabo con el programa 
anteriormente mencionado para poder evaluar la eficiencia de la 
hibridación.  
Se usó un kit control de hibridación que contenía una mezcla de transcritos 
de cRNA marcados con biotina de los genes bioB, bioC, bioD y cre de E. coli 
y del Bacteriófago P1 con lo cual no se esperaba hibridación cruzada y así, 
al representar las concentraciones de estos controles en una gráfica, 
deberíamos obtener un patrón de intensidad creciente. Patrones 
diferentes a lo esperado evidenciarían que la hibridación no ha sido 
eficiente. 
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Comprobamos que, para nuestras 50 muestras hibridadas, se cumplía el 
patrón de intensidades de los controles, concluyendo que nuestro proceso 
de hibridación había sido correcto. 
IV. Los otros controles son obtenidos a través de los archivos .CEL generados 
y del programa empleado (GeneChip®CommandConsole®3.0 (AGCC) de 
Affymetrix). 
Por un lado, se comprobó la intensidad de la fluorescencia para todas las 
sondas hibridadas presentes en el microarray, esto nos permitió verificar si 
ciertos chips eran inusualmente brillantes o tenues. 
Nosotros comprobamos mediante una t-Student que no existían 
diferencias significativas en los valores de intensidades obtenidos entre 
grupos: 
 59.0 ± 1.3 para centenarios 
 55.2 ± 1.3 para septuagenarios 
 56.4 ± 1.2 para jóvenes 
 
V. Por último, se emplearon los gráficos de expresión logarítmica relativa 
(gráficos RLE), considerados como una buena herramienta para la 
visualización de variaciones no deseadas en datos de alta dimensión, como 
pueden ser los microarrays. 
Los gráficos de RLE son particularmente útiles para evaluar si un 
procedimiento destinado a eliminar variaciones no deseadas, es decir, un 
procedimiento de normalización ha tenido éxito. 
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Tal y como se deduce de lo anterior, todos los controles de calidad de los 
microarrays que empleamos para el estudio de miRNAs en nuestras muestras 
fueron favorables y, por tanto, podemos asegurar la calidad de los datos obtenidos. 
 
3.1.2 ANÁLISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES DE LOS miRNA 
Un análisis de componentes principales (PCA) sirve para reducir la 
dimensionalidad de la matriz de datos hasta conseguir un número inferior de 
variables nuevas o “componentes principales” con la característica siguiente: los 
“componentes principales” son combinaciones lineales de las variables originales. 
Así pues, el objetivo de un PCA es transformar un conjunto de variables 
(variables originales) en un nuevo conjunto de variables (componentes principales) 
correlacionadas entre sí. 
En la Figura 3.2, podemos observar el PCA el de todos los RNA no 
codificantes de las muestras de los tres grupos de estudio, obtenidos a través del 
GeneChip®miRNA 2.0 Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). 
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Figura 3.2. Análisis de componentes principales de los RNA no codificantes en PBMC de los 
tres grupos de estudio. En rojo septuagenarios, en azul centenarios y en verde jóvenes. Los 
ejes corresponden al componente principal 1 (PC1 – eje de las x), componente principal 2 
(PC2 – eje de las y) y al componente principal 3 (PC3 – eje de las z). 
Así, cuando observamos la Figura 3.2, podemos observar que la elipse azul, 
que engloba al grupo de centenarios, se encuentra claramente solapada con la 
elipse verde que representa el grupo de jóvenes; mientras que el grupo de 
septuagenarios, representados por la elipse roja, tiene una direccionalidad 
totalmente distinta de los otros dos grupos. 
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Estos resultados indican que los perfiles de expresión de miRNA del grupo 
de centenarios son similares a los del grupo de jóvenes; mientras que el grupo de 
septuagenarios muestra un patrón de expresión de miRNA visiblemente diferente 
cuando se compara con centenarios y jóvenes.  
3.1.3 ESTUDIO DE miRNAs CARACTERÍSTICOS DE CENTENARIOS 
Prosiguiendo con el estudio, se realizó un análisis estadístico ANOVA para 
comparar nuestras 3 variables (jóvenes, septuagenarios y centenarios) y obtuvimos 
los RNAs no codificantes estadísticamente significativos. Posteriormente, llevamos 
a cabo un análisis más restrictivo fijando el filtrado en un “fold change” ≥ |1.8| y 
en un p-valor ≤ 0.05.  
La Figura 3.3 muestra el número de RNAs no codificantes que cambian 
significativamente, ya sea al alza o a la baja, al comparar los tres grupos de estudio 
por parejas. 
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Figura 3.3. Número de RNA no codificantes cuya expresión está modificada 
significativamente al comparar los 3 grupos de estudio. Análisis estadístico (ANOVA) 
restrictivo basado en p ≤ 0.05 y cambio ≥ |1.8| para comparar centenarios con jóvenes 
(CvsJ), septuagenarios versus jóvenes (SvsJ) y centenarios versus septuagenarios (CvsS). 
Tal y como queda reflejado en la figura 3.3, se identificaron 7 RNAs no 
codificantes que cambiaban significativamente al alza cuando comparábamos 
centenarios y jóvenes (C vs J). 
En claro contraste, cuando comparamos septuagenarios y jóvenes (S vs J) 
encontramos 50 RNAs no codificantes infraexpresados y sólo 1 sobreexpresado. La 
situación era similar cuando comparábamos centenarios y septuagenarios (C vs S), 
ya que 102 RNAs no codificantes estaban sobreexpresados en centenarios y sólo 1 
estaba infraexpresado en comparación con los septuagenarios. 
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A raíz de los datos obtenidos, identificamos los 7 RNAs no codificantes 
sobreexpresados que cambiaban significativamente al comparar centenarios y 
jóvenes. De ellos, 6 eran miRNAs y el séptimo se trataba de otro tipo de RNA no 
codificante. Los 6 miRNAs en cuestión eran miR-4281, miR-21, miR-130a, miR-494, 
miR-1975 y miR-1979. El séptimo RNA no codificante identificado fue el scaRNA17 
o también llamado U91. Es importante señalar que todos ellos estaban 
sobreexpresados y ninguno infraexpresado. 
3.1.4 VALIDACIÓN DE miRNAs SOBREEXPRESADOS EN 
CENTENARIOS 
De los 7 RNA no codificantes relevantes, uno fue descartado, 
concretamente el miR-4281, ya que su expresión no cambiaba entre centenarios y 
septuagenarios y, por tanto, no era específico del grupo de centenarios. Por otro 
lado, los miR-1975 y miR-1979 no pudieron ser validados porque el diseño de sus 
sondas no estaba disponible comercialmente; probablemente porque sus 
funciones biológicas, hasta el momento, no se han descrito. 
De los 4 restantes RNA no codificantes significativos (que distinguirían a los 
centenarios de los otros dos grupos), se procedió a su validación con la técnica de 
RT-PCR mediante sondas Taqman, obteniéndose los resultados que se muestran en 




Figura 3.4. Validación de los RNA no codificantes que únicamente se sobreexpresan en 
centenarios al compararlos con septuagenarios y jóvenes. Expresión de SCARNA-17, miR-
21, miR-130a y miR-494 determinada por RT-PCR. Los valores se representan como la 
media ± DE. *p<0.05; ** p <0.01 versus jóvenes y ## p <0.01 versus septuagenarios. 
Tal y como muestra la Figura 3.4, la validación nos mostró que los 4 RNAs 
no codificantes estaban efectivamente sobreexpresados en el grupo de 
centenarios, en comparación con los otros dos grupos de edad: 
• scaRNA17 sobreexpresado 2,34 veces respecto al grupo de jóvenes
• miR-21 sobreexpresado 2,97 veces respecto al grupo de jóvenes
• miR-130a sobreexpresado 3,61 veces respecto a jóvenes
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• miR-494. En este miRNA encontramos una tendencia a la sobreexpresión 
en centenarios frente a jóvenes, pero no estadísticamente significativa 
(5,26 veces) 
Obtenidos estos resultados, el siguiente paso fue estudiar la implicación 
biológica de los RNAs no codificantes que cambiaban específicamente en 
centenarios. Procedimos a analizar los procesos celulares, enfermedades y genes 
diana que podían estar regulando estos miRNAs significativos de nuestro grupo de 
centenarios mediante el programa Pathway Studio, versión 8.0 (AriadneGenomics, 
Rockville, MD). 
A continuación, se resume la información obtenida tras la búsqueda: 
I. Por lo que respecta al mi-R21 (el más estudiado), se conocen 198 genes 
descritos (no de forma teórica) regulados por este miRNA. Además, tiene 
alguna función en, al menos, 10 procesos celulares tales como apoptosis, 
proliferación celular, daño mitocondrial, crecimiento celular, 
quimiosensibilidad, ciclo celular, respuesta al estrés, inestabilidad 
genómica, escisión del mRNA e invasión y traslación celular. También se ha 
descrito su implicación en enfermedades tales como neoplasmas, fibrosis, 
hipertrofia y cardiopatías, entre otras. 
 
II. En cuanto al miR-130, se han encontrado 668 genes diana y los procesos 
celulares donde se ha descrito alguna función son principalmente cardíacos 
y/o vasculares. En lo referente a enfermedades, está relacionado con 
neoplasmas, al igual que los otros 2 miRNA (miR-21 y miR-494). 
III. El miR-494 regula 336 genes descritos y parece tener un papel relevante en 
el proceso de muerte celular. 
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IV. Por último, del scaRNA17 disponemos de poca información, se sabe que se 
acumula en los cuerpos de Cajal y que está involucrado en procesos 
metabólicos y en el mantenimiento de los telómeros. 
3.2 IDENTIFICACIÓN DE LOS mRNA EXPRESADOS 
DIFERENCIALMENTE EN CENTENARIOS 
3.2.1 SELECCIÓN DE MUESTRAS PARA EL ESTUDIO DE mRNAs 
Los miRNAs, como es sabido (Saumet et al.,2006), tienen la capacidad de 
regular muchos genes al mismo tiempo, lo cual los convierte en candidatos idóneos 
para controlar los procesos fisiológicos y especialmente los procesos 
multifactoriales como es el envejecimiento (Lu et al., 2005). 
Llegado a este punto, nos planteamos analizar el patrón de expresión de 
los mRNAs (utilizando microarrays de mRNAs), para buscar posibles dianas de estos 
miRNAs y así analizar las vías de señalización que diferencian al grupo de 
centenarios. 
Igual que para el estudio de los miRNAs, el primer paso fue el cribado de las 
muestras de RNA total obtenido de las PBMC en función de su calidad, 
concentración e integridad (ver Tabla 3.2). 
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Tabla 3.2. Media de los parámetros de calidad establecidos para el RNA total obtenido de 
las muestras de PBMC para el estudio de mRNA, por grupos de edad. 
 
 
En la Tabla 3.2 podemos observar que todas las muestras que se 
seleccionaron para realizar el estudio cumplían con los criterios establecidos (i.e.  
concentración de RNA total ≥ a 20 ng/µL por muestra, ratio de absorción 260/280 
≥ 1.8 y un RIN ≥ 6). Asimismo, constatamos que las muestras de los tres grupos de 
edad eran de calidad similar. 
En definitiva, se realizaron 8 microarrays de centenarios, 6 microarrays de 
septuagenarios y 8 microarrays de jóvenes, lo que hace un total de 22 microarrays 
que debieron pasar los mismos controles de calidad ya mencionados para los 
microarrays de miRNAs. 
3.2.2 ANÁLISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES DE LOS mRNA 
Para identificar qué genes son expresados diferencialmente en centenarios 
frente a jóvenes y septuagenarios y por tanto son característicos de centenarios, 
llevamos a cabo un análisis transcriptómico funcional usando el GeneChip Human 
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Gene 1.0ST Array, que analizaba 28.869 genes humanos y realizamos un análisis de 
componentes principales (PCA) de las muestras de los tres grupos de estudio 
(Figura 3.5). 
 
Figura 3.5. Análisis de componentes principales de los mRNA en PBMC de los tres grupos 
de estudio. En rojo septuagenarios, en azul centenarios y en verde jóvenes. Los ejes 
corresponden al componente principal 1 (PC1 – eje de las x), componente principal 2 (PC2 – 
eje de las y) y al componente principal 3 (PC3 – eje de las z). 
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Tal y como se observa en la Figura 3.5, la elipse azul, que engloba a los 
centenarios, tiene una direccionalidad muy diferente a la elipse roja, que 
representa a los septuagenarios. Estos resultados están en línea con los 
encontrados en el estudio de los miRNA, y confirman que los centenarios muestran 
un patrón de expresión de mRNA diferente al de los septuagenarios. 
3.2.3 ESTUDIO DE mRNAs CARACTERÍSTICOS DE CENTENARIOS 
Tras dicho análisis, se realizó un análisis estadístico ANOVA para comparar 
los 3 grupos de estudio, y obtuvimos 12.754 mRNAs expresados diferencialmente 
a niveles significativos (p≤0.05) entre centenarios y septuagenarios. Procedimos de 
igual modo y comparamos centenarios y jóvenes, encontrando 2985 mRNAs 
expresados diferencialmente (p≤0.05). 
Posteriormente, tal y como muestra la Figura 3.6, mediante un diagrama 
de Venn pudimos identificar 1721 mRNAs que se expresaban de forma 
característica en los centenarios. 
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Figura 3.6. Esquema del procedimiento hasta la obtención del Diagrama de Venn. Se 
muestra el nº de mRNAs regulados en los diferentes grupos de edad y el nº de mRNAs 
(1721) que se modifican significativamente al comparar jóvenes, septuagenarios y 
centenarios. Los datos (archivos .CEL) se analizaron y filtraron estadísticamente usando 
Partek Genomic Suite 6.6 software. Los mRNAs estadísticamente significativos se filtraron 
aplicando un valor de p < 0,05 y un fold change ≥ | 1,8 |. 
 
3.3 IDENTIFICACIÓN DE PROCESOS BIOLÓGICOS Y 
"SUBNETWORKS" CARACTERÍSTICOS DE LOS 
CENTENARIOS.  
A tenor de los resultados obtenidos, el manejo de 1721 genes era muy 
complicado así que decidimos buscar medios de agruparlos y las dos opciones que 
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elegimos eran: i) agrupar los genes en procesos biológicos; ii) agrupar los genes en 
subnetworks.  Un subnetwork es un conjunto de genes conectados estructural o 
funcionalmente mediante un gen común. 
A continuación, se desarrollarán cada una de ellas: 
3.3.1 Procesos biológicos asociados a los genes característicos 
de centenarios.  
Este análisis nos permitió comprobar cuáles eran los principales procesos 
biológicos asociados, en mayor o menor medida, a los 1721 genes diferenciales de 
centenarios y de esta manera conjeturar sobre aquellos más significativos, 
característicos y exclusivos del envejecimiento exitoso.  
Por tanto, agrupamos esos 1721 genes en términos de procesos biológicos 
(Figura 3.7). En esta figura, en el eje de las Y mostramos el número de genes y en el 
eje X los procesos biológicos implicados. Los procesos se muestran agrupados en 
términos de su p-valor, de modo que aquellos con los valores más altos se muestran 
en el lado izquierdo de la figura. Es de señalar que sólo están representados los 20 
primeros cuyo p-valor era más alto, de un total de 100 procesos significativos en los 
que aparecían implicados algunos de estos 1721 genes. Podemos observar que la 
respuesta inmune seguida de la adhesión celular y de la actividad del receptor de 
clase I del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) encabezan la lista, pero 
una mirada detallada al resto nos deja entrever la estrecha relación que existe entre 
muchos de ellos.  
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 Figura 3.7.  Genes característicos de centenarios, agrupados en términos de procesos 
biológicos. En el eje X se muestran los procesos biológicos implicados y en el eje Y el 
número de genes característicamente expresados en los centenarios que tienen relación 
con un proceso biológico concreto.  
 
Así pues, vemos que la respuesta inmune está estrechamente relacionada 
con la actividad del receptor de clase I del complejo mayor de histocompatibilidad 
(CMH), con la adhesión celular, con el procesamiento y presentación del antígeno 
peptídico endógeno al CMH I, con la activación de las células T y con el transporte 
a través de la membrana entre otros. También muy relacionada con la respuesta 
inmune y, a nuestro parecer, de suma importancia en la longevidad extrema, 
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encontramos la apoptosis. Esta es una vía clave, pues en ella convergen, no sólo el 
análisis de procesos biológicos, sino también el análisis de subnetworks a través de 
uno de los genes implicados en ella, BCL-xL, como más tarde se desvelará en el 
desarrollo de este trabajo.  Todo ello corrobora la teoría de la respuesta inmune del 
envejecimiento (Ostan et al., 2008). Así pues, la inmunosenescencia que está 
estrechamente asociada al envejecimiento ordinario, parece “haber hecho un 
paréntesis” con los centenarios, ya que mantienen una respuesta inmune 
excepcional que los hace similares a los jóvenes y muy diferentes de los 
septuagenarios (Borras et al., 2016)  
El otro gran proceso celular que destaca notablemente (Figura 3.7) es la 
señalización celular. Las células están en permanente comunicación a través de 
señales moleculares de diferente naturaleza (hormonas, citoquinas, péptidos, etc.) 
y, de este modo, regulan la proliferación, diferenciación, metabolismo y también la 
muerte celular. Cuando estas señales se desencadenan, se produce la activación de 
rutas específicas de transducción de señales para generar las respuestas 
adecuadas. Las células han diseñado un complejo entramado de vías de 
señalización donde muchas están interconectadas, por lo que se suele hablar de 
redes de señalización celular. Como en el caso de la respuesta inmune, la 
señalización celular engloba muchas de los procesos que hemos visto en la Figura 
3.7 (i.e. transporte de proteínas, receptores de membrana, vías de señalización 
ligadas a receptores de superficie, transporte iónico, etc). Los resultados obtenidos 
aunan en la idea de que los centenarios mantienen una red de señalización más 
precisa que sus congéneres septuagenarios, lo cual concuerda con la teoría de la 
alteración de la señalización celular del envejecimiento desarrollado por nuestro 
grupo (Viña et al., 2012). Para afianzar estos resultados, tenemos los datos 
previamente reportados sobre el miRNoma de centenarios, que es similar al de 
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jóvenes y muy diferente al de septuagenarios. Como sabemos, los miRNAs están 
implicados en la señalizaión celular y en el control de la expresión del mRNA. El 
hecho de que la señalización celular sea un proceso mantenido en el 
envejecimiento satisfactorio se puede explicar porque los centenarios mantienen 
una alta expresión de los miRNAs mientras que los septuagenarios la han perdido, 
al menos en parte. 
3.3.2 Análisis de subnetworks. 
Como hemos señalado anteriormente, un subnetwork es un conjunto de 
genes conectados estructural o funcionalmente mediante un gen común. 
Para lograr nuestro propósito empleamos el programa Pathway Studio de 
Ariadne. Este programa lleva a cabo análisis de subnetworks, buscando relaciones 
funcionales o estructurales entre los genes y agrupándolos. 
Nuestro análisis de los 1721 genes cuya expresión resultó ser 
estadísticamente diferente en centenarios frente a las otras dos poblaciones dio 
lugar en 6 genes: interferon IFN-γ (IFNG); receptor células T (TCR); factor de 
necrosis tumoral (TNF); SP1 factor de transcripción (SP1); factor de crecimiento 
transformador (TGF)-β1 (TGFβ1); e interleuquina 32 (IL-32) (Figura 3.8).  
Resulta muy interesante que, cuando comparamos centenarios con jóvenes 
y septuagenarios con jóvenes, obtenemos unas casi perfectas imágenes 
especulares (Figura 3.8). En ellas podemos observar que los genes que están 
sobreexpresados (color rojo) en centenarios tienden a estar infraexpresados (color 
azul) en septuagenarios, lo que nos lleva a la conclusión de que la expresión de los 
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mRNAs en el envejecimiento exitoso difiere significativamente de la expresión que 
encontramos en el envejecimiento ordinario. 
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Figura 3.8. Análisis de subnetworks de genes específicamente regulados por centenarios 
(C) o septuagenarios (S) en comparación con jóvenes (Y) que señalan a INFG, TCR, TNF, 
SP1, TGFB1 e IL-32 como genes con importancia en la regulación. Los subnetworks se 
generaron en la base de datos ResNet 8.0; 2010Q4 Mammal por las conexiones que se 
establecen entre determinados genes con sus genes vecinos. El color rojo indica 
sobreexpresión, mientras que el color azul infraexpresión. 
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A continuación, describimos brevemente el papel biológico de estos 6 
genes identificados en el análisis de subnetworks: 
I. Interferon γ (IFNG o IFN-γ):  Se trata de una citoquina proinflamatoria que 
es fundamental para la inmunidad innata y adaptativa contra infecciones 
víricas, bacterianas y protozoarias. Lo secretan predominantemente células 
asesinas naturales (NK) y asesinas naturales T (NKT) (inmunidad innata) y 
linfocitos T activados por antígenos a través del complejo mayor de 
histocompatibilidad (CMH): linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ 
(inmunidad adaptativa). (Schoenborn et al., 2007). Estudios recientes han 
señalado que el IFNG también es producido por células inmunes 
descubiertas a principios de la década de 2010, las denominadas células 
linfoides innatas no citotóxicas (ILC) (Artis et al., 2015). 
Los linfocitos T CD8+ son linfocitos citotóxicos que reconocen el antígeno a 
través del CMH I, y eliminan a las células diana del mismo modo que lo 
hacen las células NK, esto es, induciendo la apoptosis en la célula infectada. 
Los linfocitos T CD4+ reconocen antígenos presentados en el CMH II y han 
sido clasificadas en Th 1 y Th2 (células T “helper” o colaboradoras), según 
sea su perfil de producción de citoquinas: 
• Los Th1 producen IL-2, IL-12, TNF-α e IFN-γ, controlan la inmunidad 
celular y son útiles en infecciones intracelulares. 
• Los Th2 producen IL-10, IL-4, IL-6, IL-13 y colaboran en las 
respuestas de inmunidad humoral (anticuerpos).  
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Con el envejecimiento, son numerosos los estudios que proponen un 
cambio en el sistema Th1/Th2, pasándose de una respuesta predominante 
de los linfocitos Th1 en edades más tempranas, a una respuesta mayoritaria 
de los Th2 con el envejecimiento. Esto conduciría a una alteración en el 
perfil de citoquinas con la edad, y podría explicar de algún modo la 
disfunción del sistema inmunitario en los individuos de edades avanzadas. 
(Shearer et al., 1997; Alberti et al., 2006).  
En cuanto a las células NKs tienen una importante actividad citotóxica, 
dirigida a células infectadas por virus y a células cancerígenas que, según 
algunos autores, se ve disminuida por el descenso en la cantidad de NK al 
avanzar la edad. Este estudio fue realizado con células procedentes de 
sangre periférica tanto de hombres como de mujeres y se comprobó que 
este efecto es independiente del género. (Mariani et al., 1996; Di Lorenzo 
et al., 1999; Mocchegiani et al, 2004; Arranz et al, 2008). Sin embargo, otros 
autores han detectado un aumento progresivo del número de células NK 
con la edad en sangre periférica (Camous et al., 2012). Estas discrepancias 
y resultados aparentemente contradictorios podrían verse reflejados en 
distintos niveles de IFNG en pacientes de avanzada edad. 
Cabe destacar que existen otras poblaciones de células NK, como las NKT 
también productoras del IFNG, que coexpresan el receptor antígeno-
específico de los linfocitos T (TCR), y que se encuentran aumentadas en 
número con la edad (Solana et al., 2000). 
Son varias las funciones que lleva a cabo el IFNG, si bien su función principal 
es la activación de los macrófagos a fin de aumentar su capacidad 
fagocitaria en la respuesta inmune. Otra función destacable es la de inducir 
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a los linfocitos B a cambiar la clase de immunoglobulina (Ig) que están 
sintetizando. 
Además, el IFNG aumenta la expresión molecular del CMH I y II en células. 
También tiene propiedades inmunoregulatorias, antivirales y 
antitumorales y lleva a cabo la transcripción de 30 genes que están 
relacionados con respuestas celulares y fisiológicas (Schroder et al., 2004). 
II. Receptor células T (TCR): es el receptor antígeno-específico de los linfocitos 
T, es un receptor celular asociado a una vía de señalización intracelular 
caracterizado por poseer como ligandos a péptidos pequeños, asociados 
con moléculas del CMH en la membrana plasmática de macrófagos y otras 
células presentadoras de antígenos (APC). Está conformado por 
inmunoglobulinas, de hecho, es muy similar al fragmento Fab de éstas, se 
trata de un heterodímero compuesto por 2 cadenas polipeptídicas distintas 
unidas entre sí por un enlace disulfuro. Se presenta siempre como una 
molécula integral de la membrana plasmática del linfocito T y también de 
las células NK T, insertado en ella por sus regiones hidrófobas, de modo que 
el TCR siempre tiene una porción extracelular, otra transmembrana y una 
cola intracitoplásmica.  
Las células T son responsables de las reacciones inmunológicas mediadas 
por células y por ello estos receptores TCR sólo reconocen antígenos 
foráneos de tipo peptídico cuando son “presentados” formando un 
complejo con las moléculas del CMH; tanto de la clase I como de la clase II.  
 Los TCR se encuentran estrechamente asociados a diversas proteínas 
invariables unidas a la membrana, implicadas en la transmisión de la señal 
desde el receptor, que ha sido activado por el antígeno, al interior de la 
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célula. Por lo general, la afinidad de los TCR por los complejos MHC-péptido 
de una célula presentadora de antígeno (APC) es muy baja como para 
inducir una interacción funcional entre las dos células.  
Algunos autores describen errores en las vías de señalización de las células 
T a través del receptor de membrana TCR y también defectos en la 
transducción de señales de las células T desde la membrana al núcleo (Larbi 
et al., 2011). Se ha propuesto que estos errores pudieran explicar la 
inmunosenescencia, esto es la disminución de la capacidad de respuestas 
inmunitarias asociadas al envejecimiento. 
 
III. TNF-α (factor de necrosis tumoral): Se trata de una citoquina 
proinflamatoria multifuncional, secretada por una amplia variedad de 
estirpes celulares, siendo las mayores productoras las células 
mononucleares, principalmente macrófagos activados. El TNF está 
involucrado en un gran número de actividades biológicas tanto celulares 
como orgánicas que van desde la fiebre y el daño tisular, hasta su 
implicación en la diferenciación celular, en la apoptosis y en la regulación 
genética de otras citoquinas y moléculas inmunoreguladoras. Tal es así que, 
hasta ahora, no se ha encontrado ninguna célula de mamíferos que carezca 
de receptores para esta citoquina (Goeddel, 1999). Además, una de las 
funciones de TNF-α es ser mediador temprano de la respuesta de fase 
aguda y además está implicado en la producción de quimioquinas, IL-6 y 
PCR, y en el reclutamiento de leucocitos durante las reacciones 
inflamatorias (Bruunsgaard et al., 2000). 
Al determinar en el envejecimiento los niveles circulantes de citoquinas 
proinflamatorias, tanto en el plasma como en el suero, se han descrito 
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valores aumentados de toda una serie de estas citoquinas, entre ellas TNF-
α (Fagiolo et al., 1993; Himmerich et al., 2006; Kaszubowska et al., 2011). 
Sin embargo, en la bibliografía algunos autores no detectan cambios 
asociados con la edad en los niveles plasmáticos de TNF-α (Fagiolo et al., 
1993), e incluso otros autores describen que los niveles de TNF-α en plasma 
son indetectables en la mayoría de los sujetos (Catania et al., 1997).  
La desregulación del perfil de citoquinas hacia un estado proinflamatorio 
característico del envejecimiento conlleva patologías asociadas a la edad. 
De hecho, los estudios epidemiológicos sugieren que la inflamación crónica 
de bajo grado o “inflamm-aging” que se da en individuos de avanzada edad, 
está asociada a enfermedades tales como el Alzheimer, la demencia, la 
osteoporosis y la diabetes tipo II entre otras (van den Biggelaar et al., 2004). 
 
IV. TGF-β1 (factor de crecimiento transformante beta 1 ó TGFβ1): Se trata de 
una citoquina antiinflamatoria, una proteína perteneciente a la 
superfamilia de TGF-β (factor de crecimiento transformante beta) la cual 
incluye las 3 isoformas de TGFβ (1, 2 y 3) y otras proteínas y hormonas. Es 
sintetizado por muchas estirpes celulares principalmente linfocitos, 
macrófagos, células dendríticas, pero también por fibroblastos, miocitos, 
condrocitos, astrocitos, células epiteliales, células de riñón, células de 
placenta y plaquetas, así como por algunas células tumorales. Su expresión 
regula de manera autocrina y paracrina el crecimiento celular, la 
diferenciación, la proliferación, el estado de activación de muchas células 
y, en general, la homeostasis fisiológica de los tejidos (Da Cunha et al., 
1992).  
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El TGF-β1 puede ser considerado como el prototipo de una citoquina 
multifuncional, debido a los efectos que tiene sobre los diferentes tipos 
celulares. Tiene funciones importantes en el desarrollo embrionario y en 
diversas afecciones patológicas. El TGF-β1 ejerce potentes actividades 
inhibidoras del crecimiento en varios tipos celulares (cél mesenquimales, 
epiteliales, endoteliales y tumorales entre otras) y se han relacionado 
múltiples mecanismos reguladores del crecimiento con los fenotipos de 
senescencia celular y envejecimiento de las células madre. Además, la 
evidencia experimental acumulada, parece indicar una asociación 
multifacética entre la señalización de TGF-β1 y los trastornos asociados al 
envejecimiento, incluida la enfermedad de Alzheimer, la atrofia muscular y 
la obesidad. Los hallazgos con respecto a estas enfermedades sugieren que 
el deterioro de la señalización de TGF-β1 en ciertos tipos de células y la 
regulación positiva de los ligandos de TGF-β1 contribuyen a la degeneración 
celular, fibrosis tisular, inflamación, disminución de la capacidad de 
regeneración y mal funcionamiento metabólico (Tominaga et al., 2019).  
V. Interleuquina 32 (IL-32): Se trata de una citoquina proinflamatoria de 
reciente descubrimiento que se produce tanto en la respuesta inmunitaria 
innata como en la adaptativa. Se reportó por primera vez en 2005 y es una 
citoquina bastante peculiar pues su estructura proteica no se parece a 
ninguna de las citoquinas hasta ahora conocidas y por ese motivo no ha 
podido ser englobada dentro de sus familias. 
Se expresa principalmente de forma intracelular en células inmunitarias, 
pero puede aparecer en otros tejidos. Su expresión aumenta después de la 
activación de las células T por mitógenos o de la activación de las células 
NK por IL-2. Hasta ahora, se han descrito 9 isoformas de IL-32, todas las 
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cuales muestran diferencias en términos de efecto y en la potencia para 
provocar un efecto específico. 
Entre sus funciones está la de inducir a los macrófagos a secretar diversas 
citoquinas inflamatorias como TNF-α, IL-6 e IL-8. Se ha demostrado que IL-
32 activa las rutas de señalización de NF-kB y p38 MAPK implicadas en la 
respuesta inflamatoria. 
 
VI. SP1 también llamada proteína de especificidad 1: Se trata un factor de 
transcripción que se une con alta afinidad a zonas ricas en guanina-citosina 
de muchos promotores. Su función es regular la expresión de un gran 
número de genes implicados en variados procesos celulares como el 
crecimiento celular, la apoptosis, la diferenciación celular, la respuesta 
inmune, la respuesta al daño del DNA y la remodelación de la cromatina. 
También juega un papel importante en la carcinogénesis, así en pacientes 
con cáncer, los niveles altos de SP1 se consideran un pronóstico negativo 
(Vizcaino et al., 2015).  
Este factor de transcripción puede alterar significativamente su actividad 
según el tipo de estímulo fisiológico y patológico a que se vea sometido. Las 
modificaciones postraduccionales como la fosforilación, acetilación, 
glicosilación y procesamiento proteolítico pueden hacer que SP1 pase de ser 
un factor de transcripción activador de muchos genes, a ser un factor 
represor de esos mismos genes según demande la célula. 
Así pues, los 6 genes hacia los que convergió nuestro análisis de subnetworks 
mediante el uso del programa Pathway Studio de Ariadne y de la base de datos 
ResNet 8.0; 2010Q4 Mammal, nos dio una idea de cuáles eran los mecanismos 
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biológicos mantenidos en el envejecimiento exitoso y dos conceptos claves 
parecían emerger cuando estudiamos las funciones celulares de los 6 genes 
centrales de nuestras rosetas: SEÑALIZACIÓN CELULAR y RESPUESTA INMUNE. 
Esto concuerda con la teoría de la respuesta inmunitaria del envejecimiento (Viña 
et al., 2013; Ostan et al., 2008). 
3.4 IDENTIFICACIÓN DE LOS GENES MÁS RELEVANTES 
IMPLICADOS EN LA MAYOR LONGEVIDAD DE LOS 
CENTENARIOS. 
Quisimos ir un paso más allá a través de un nuevo análisis reduccionista 
mediante el programa Pathway Studio de Ariadne, para buscar los genes comunes 
que compartían los 6 subnetworks comentados anteriormente. Tal y como muestra 
la Figura 3.9, el resultado nos indicó que esos 6 subnetworks convergían en 4 genes: 
Bcl-xL, Fas, Fas Ligando (FasL) y CCL5.  
 
Figura 3.9. Esquema de los genes con importancia regulatoria obtenidos en los análisis de 
sub-network. Los genes INFG, TCR, TGFB1, IL-32, SP1 y TNF obtenidos en el primer análisis, 
convergen finalmente en 4: Bcl-xL, Fas, Fas Ligando y CCL5 
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Seguidamente, haremos una breve descripción de cada uno de los 4 genes 
y en el capítulo de discusión de la presente tesis ahondaremos en ellos. 
Es de destacar que las funciones celulares de 3 de los 4 los genes obtenidos 
en el 2º análisis están relacionadas con la apoptosis celular.  
I. Bcl-xL: Se trata de uno de los miembros de la familia de proteínas Bcl-2 
relacionadas con la muerte celular programada o apoptosis. Todos los 
miembros contienen al menos uno de los cuatro dominios de homología de 
Bcl-2. Ciertos miembros (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1) son antiapoptóticos, mientras 
que otros (Bax, Bak, Bok) son proapoptóticos. En particular, Bcl-xL se 
encuentra localizada principalmente en la membrana externa de la 
mitocondria y, en menor medida, en la membrana nuclear y en el retículo 
endoplasmático. 
Bcl-xL está implicado en la inhibición de la vía intrínseca, también llamada 
vía mitocondrial de la apoptosis. La apoptosis intrínseca se activa en la 
célula en respuesta a una variedad de perturbaciones de la homeostasis 
intracelular, incluyendo daño al DNA y estrés oxidativo, procesos que 
sabemos, ocurren durante el envejecimiento (Esteve et al., 1999; de la 
Asuncion et al., 1996). 
Bcl-xL promueve la supervivencia celular al migrar a la membrana externa 
mitocondrial, para contrarrestar así la permeabilización mitocondrial 
(formación de poros), y evitar la liberación del citocromo c que es la 
proteína crucial de la vía intrínseca. Al evitar estos cambios en la 
permeabilidad mitocondrial (no se libera citocromo C, ni Ca++) no se 
desencadena la formación del apoptosoma, la consiguiente activación de 
la cascada de las caspasas y por tanto se inhibe la apoptosis intrínseca. 
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Además, Bcl-xL también juega un papel importante en la bioenergética 
mitocondrial modulando la fusión y fisión mitocondrial, aumentando la 
biomasa mitocondrial total y mejorando la eficiencia de la síntesis de ATP 
al disminuir una fuga de protones dentro de la F1FO ATPasa. Esto da como 
resultado una mejora del metabolismo celular y la prevención del estrés 
oxidativo (Borrás et al., 2020). 
 
II. Fas y Fas ligando: La proteína Fas es una proteína de superficie con un 
dominio citoplasmático de muerte celular conservado. El Fas ligando (FasL) 
es una proteína de membrana, miembro de la familia del factor de necrosis 
tumoral (TNF), que está altamente expresado en linfocitos citotóxicos. 
Cuando Fas se activa por la unión de FasL, los dominios de muerte de las 
colas citosólicas de los receptores de muerte Fas, reclutan proteínas 
intracelulares adaptadoras FADD (Fas-Associated Death Domain), las cuales 
a su vez reclutan caspasas iniciadoras (caspasa 8) y a través de un dominio 
efector de muerte presente tanto en FADD como en la caspasa, forman el 
llamado “complejo señalizador inductor de muerte” (DISC: death-inducing 
signaling complex). Esto desencadena la cascada enzimática de las caspasas 
y pone en marcha la vía de la apoptosis extrínseca (mediada por 
receptores). 
III. CCL5: Se trata de una quimioquina o citoquina quimiotáctica también 
conocida como RANTES (Regulated upon Activation Normal T-cell 
Expressed and Secreted). Una quimioquina es un tipo especial de citoquina, 
con unas características estructurales determinadas, que estimula la 
motilidad de las células del sistema inmune y las dirige hacia el lugar 
dañado mediante quimiotaxis. CCL5 es una proteína de pequeño tamaño y 
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bajo peso molecular que pertenece al numeroso grupo de quimioquinas CC 
(por la posición adyacente de las dos primeras cisteínas). Es 
proinflamatoria, participa en variedad de respuestas inmunes e 
inflamatorias, actuando principalmente como quimioatrayente y activador 
de tipos específicos de leucocitos. 
CCL5 es liberada por muchos tipos de células distintas y sirve para guiar 
tanto a células del sistema inmunitario innato como del adaptativo. Su 
función principal es la de atraer monocitos, linfocitos T CD4+ de memoria, 
basófilos y eosinófilos. Juega un papel activo en el reclutamiento de 
leucocitos en sitios inflamatorios provocando la liberación de histamina por 
parte de los basófilos, activando así los eosinófilos. 
Algunos estudios señalan que CCL5 en colaboración con IL-2 e IFNG, 
también puede inducir la proliferación y activación de ciertas células NK 
(Maghazachi et al., 1996). 
El análisis de los genes sobreexpresados en centenarios nos reveló un 
patrón de genes relacionados con la apoptosis. Nos centramos en Bcl-xL porque no 
sólo está implicado en el control de la apoptosis, sino que también participa en la 
protección del daño mitocondrial, la modulación de la respuesta inmune, el control 
de la respiración mitocondrial y la reparación del DNA. Todos estos procesos están 
asociados al envejecimiento saludable. 
A fin de verificar los datos obtenidos, evaluamos la expresión de Bcl-xL en 
las células polimorfonucleares (PBMC) de los individuos de nuestro estudio 
mediante RT-PCR y confirmamos que esta expresión está regulada al alza en 
centenarios en comparación con septuagenarios y jóvenes (Figura 3.10. a). La 
validación de este resultado nos la dió el Western Blotting que realizamos 
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posteriormente, donde pudimos comprobar el mismo patrón al medir los niveles 
de proteína (Figura 3.10. b). 
 
Figura 3.10. Expresión génica y niveles proteicos de Bcl-xL en PBMC de la población de 
Alzira.  a) Expresión del gen Bcl-xL en PBMC de jóvenes (n=14), septuagenarios (n=6), y 
centenarios (n=19) medido por RT-PCR versus GAPDH. b) Niveles de la proteína Bcl-xL en 
PBMC de jóvenes (n=4), septuagenarios (n=5), y centenarios (n=4) medido por Western 
Blot versus Actina. Los datos se expresan como media ± DE.  ** p <0,01. 
 
3.5 ESTUDIO DE PARÁMETROS MOLECULARES 
RELACIONADOS CON ESTRÉS OXIDATIVO 
IMPLICADOS EN LA LONGEVIDAD EXTREMA. 
Al tratarse Bcl-xL de una proteína mitocondrial involucrada en el control de 
la cadena respiratoria y por lo tanto estar muy implicada en la producción de 
radicales libres, quisimos estudiar parámetros de estrés oxidativo. 
Medimos daño oxidativo en lípidos y en proteínas, así determinamos los 
niveles de peroxidación lipídica medidos como malondialdehido (MDA) y los niveles 
de carbonilación de proteínas.  
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En base a la teoría de envejecimiento de radicales libres, el envejecimiento 
se acompaña de un aumento de los parámetros de estrés oxidativo (Viña et al., 
2007). En la Figura 0.11 podemos observar cómo los septuagenarios tienen valores 
aumentados de peroxidación lipídica, en comparación con los jóvenes, y cómo los 
centenarios conservan los valores reducidos de peroxidación siendo éstos 
comparables a los de los jóvenes. En cuanto a la carbonilación proteica, 
comprobamos que los niveles de de carbonilación proteíca son menores en 
centenarios comparado con los septuagenarios, e incluso con los jóvenes.  
Estos resultados confirman la idea de que el daño oxidativo está asociado 
al envejecimiento ordinario, pero no al envejecimiento extraordinario. 
 
Figura 3.11. Medición de parámetros de estrés oxidativo en plasma de sujetos del estudio 
de Alzira. a) Peroxidación lipídica medida como niveles de malondialdehído (MDA) 
determinada por HPLC en jóvenes (n=31), septuagenarios (n=31), y centenarios (n=21) de 
la cohorte de Alzira. b) Carbonilación proteíca medida por los niveles de proteínas 
carboniladas en plasma determinadas por Western Blot en jóvenes (n=31), septuagenarios 
(n=31), y centenarios (n=21). Los datos se expresan como media ± DE. ** p <0,01 vs 
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4.1 ENVEJECIMIENTO ORDINARIO VERSUS EXITOSO 
Tradicionalmente, la mayoría de las investigaciones se han centrado en 
alargar la supervivencia y prolongar la esperanza de vida, pero se obviaba un 
concepto muy importante, la calidad de vida. Actualmente, las investigaciones 
sobre envejecimiento consideran más importante prevenir la discapacidad que 
aumentar la longevidad y este es el motivo por el cual en las últimas décadas nuevos 
conceptos sobre envejecimiento están surgiendo con fuerza y asentándose en 
nuestra sociedad.  
Uno de los que está más en auge es el concepto de “envejecimiento 
exitoso” o “envejecimiento satisfactorio” propuesto por primera vez en 1995 por 
Franceschi (Franceschi et al., 1995; Rowe & Kahn, 1997). El aumento de la 
esperanza de vida unido a la disminución de la tasa de natalidad nos está abocando 
irreversiblemente a una sociedad cada vez más envejecida. Debido a los altos costes 
sociosanitarios que esto supone, el foco de atención se ha centrado en estudiar y 
cuantificar de algún modo este envejecimiento saludable y esto se ha hecho 
midiendo los cambios en la morbilidad relacionados con la edad biológica y 
midiendo también la condición física y el estado cognitivo a fin de evitar la 
discapacidad. En este sentido, los centenarios parecen ser capaces de evitar o, al 
menos de retrasar, las principales enfermedades relacionadas con la edad 
(enfermedades cardíacas, cáncer no cutáneo, accidentes cerebrovasculares, entre 
otras) y también son capaces de retrasar la discapacidad especialmente en edades 
más avanzadas (Evert et al., 2003). Razones todas ellas por las que decidimos 
estudiar este grupo ya que parecen ser el modelo perfecto de envejecimiento 
satisfactorio. 
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Además, tal y como se ha comentado en la introducción de la presente 
tesis, dado que los centenarios están expuestos a las mismas condiciones 
ambientales básicas que sus contemporáneos que experimentan un 
“envejecimiento ordinario”, se ha postulado que los factores genéticos pueden 
desempeñar un papel fundamental en su longevidad (Schoenmaker et al., 2006). 
De hecho, la evidencia existente sugiere que la contribución genética a una 
esperanza de vida saludable en los centenarios puede ser mayor que en la 
población general (Abbott et al., 1978; Perls et al., 2002). Por ello, nuestro estudio 
se basó fundamentalmente en analizar el miRNoma y el mRNoma de los 
centenarios de nuestra cohorte, lo cual se explica con más detalle en los siguientes 
apartados de la discusión de la presente tesis doctoral. 
4.2 miRNA EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE EN 
CENTENARIOS 
La mayor parte de comunidad científica ha priorizado tradicionalmente sus 
esfuerzos en buscar rasgos genéticos diferenciales y específicos de la longevidad 
extrema en el propio genoma y así, el grueso de las investigaciones, se centraron 
en descubrir polimorfismos de un solo nucleótido (de sus siglas en inglés, SNP) que 
pudieran ser característicos de los centenarios. Tal es el caso, a nivel europeo, de 
Franceschi et al., (Gravina et al., 2009) quienes demostraron que existen 
polimorfismos en el gen p21Cip1 (CDKN1A) que se correlacionan con la longevidad 
extrema en una población italiana. Del mismo modo, en Norte América, el Estudio 
de Centenarios de New England, llevado a cabo por Perls y otros investigadores, ha 
estudiado la frecuencia de 281 SNPs en su cohorte de centenarios (Sebastiani & 
Perls, 2012). 
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El descubrimiento de nuevos sistemas de regulación génica bajo el control 
de pequeños RNAs no codificantes (ncRNAs) ha tenido un gran impacto en la 
biología molecular (O’Donnell et al., 2005). Se ha descrito que estas moléculas 
están altamente implicadas en procesos reguladores de la expresión génica a nivel 
pos-transcripcional, pues regulan funciones celulares tales como diferenciación 
celular y desarrollo, adquisición y mantenimiento de un fenotipo dado, entre 
muchas otras (Robinson, 2009; Chu & Rana, 2007). Los pequeños RNAs no 
codificantes asociados a complejos multienzimáticos reconocen secuencias 
complementarias en mRNAs y se aparean con ellas. La interacción entre ambos 
deriva en la degradación del mRNA y en la represión traduccional e incluso, en 
algunos casos, pueden causar modificaciones epigenéticas (Filipowicz et al., 2005; 
Vázquez-Ortiz et al., 2006). 
Los más estudiados y conocidos ncRNAs son los miRNAs. Se trata de un tipo 
de RNA de interferencia (siRNA) o RNA de silenciamiento, pero a diferencia de 
éstos, los miRNAs son monocatenarios y regulan finamente la expresión de una red 
de genes diana, pero no los silencian completamente lo cual los convierte en dianas 
terapéuticas muy prometedoras (Ma et al., 2009) 
Así pues, nuestro grupo decidió centrarse en los miRNAs y estudiar sus 
perfiles de expresión en PBMC de individuos jóvenes, septuagenarios y centenarios 
con el fin de encontrar características moleculares específicas que nos ayudaran a 
explicar el envejecimiento exitoso (Serna et al., 2012). La particularidad de que un 
único miRNA puede apuntar a muchos genes y múltiples miRNAs compartan 
objetivos, los hace especialmente adecuados para regular procesos como el 
envejecimiento que, como es sabido, involucra múltiples vías. Queríamos averiguar 
qué tipos de genes expresaban los centenarios que los hacia tan únicos. 
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Afortunadamente en nuestro entorno geográfico (Alzira) teníamos una cohorte de 
centenarios y pudimos obtener muestra de sangre de los tres grupos de estudio.  
En los últimos años (primera década de este siglo), el desarrollo de las 
técnicas genómicas de alto rendimiento ha automatizado y miniaturizado técnicas 
experimentales de la biología molecular convencional, permitiendo obtener datos 
a nivel ómico (o global) derivados del análisis de genomas completos. El estudio del 
transcriptoma completo de un determinado tipo celular es hoy en día posible y 
asequible gracias al uso de la tecnología de los microarrays de expresión y esa 
técnica fue empleada en nuestro estudio.  
En este punto cabe destacar que, en la actualidad, cada vez cobra más 
importancia la Secuenciación masiva de Nueva Generación (NGS) también llamada 
secuenciación masiva en paralelo y parece estar tomando el relevo a la tecnología 
de los microarrays. Pero debido a la gran cantidad de muestras hibridadas con 
microarrays y almacenadas en los distintos repositorios públicos, las bases de datos 
son muy amplias y esto hace conveniente seguir utilizando estos métodos 
computacionales bioinformáticos para su análisis.  
Los estudios previos realizados hasta la fecha se habían interesado por 
estos miRNAs reguladores de la expresión génica, pero sólo comprobaron la 
expresión diferencial del miRNoma completo que se produce con el envejecimiento 
(Noren Hooten et al., 2010), pero no con la longevidad extrema. Así, algunos grupos 
de investigación que estudiaron el miRNoma de individuos con envejecimiento 
ordinario determinaron que, en el envejecimiento normal, había cuatro miRNAs 
que estaban infraexpresados, concretamente miR-17, miR-19b, miR-20a y miR-
106a (Hackl et al.,2010). Otro grupo comprobó que el cluster (conjunto de miRNAs) 
miR 17-92 también estaba regulado negativamente (Grillari et al., 2010); pero 
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ningún estudio había comparado los miRNomas de los 3 tipos de población 
(jóvenes, septuagenarios y centenarios). 
Para reducir y simplificar la complejidad de toda la batería de datos 
obtenidos de los análisis con microarrays, utilizamos un Análisis de Componentes 
Principales (siglas en inglés PCA) que hiciera más fácil la comparación entre los 
grupos  
Cuando aplicamos el método de PCA pudimos comprobar que el PCA de los 
RNAs no codificantes en el grupo de centenarios y en el de jóvenes estaban casi 
solapados, mientras que el de septuagenarios seguía un patrón completamente 
diferente. Estos datos nos llevan a concluir que la regulación de la expresión génica 
en centenarios es muy similar a la de jóvenes mientras que los septuagenarios 
regulan de modo completamente diferente. 
Como ya se ha mencionado, el volumen y complejidad de los datos 
obtenidos permite diferentes tipos de análisis y tratamientos estadísticos que 
arrojan una amplia variedad de resultados. Así, una prueba ANOVA nos condujo a 
un resultado especialmente llamativo: los centenarios sobrexpresaban pequeños 
RNAs no codificantes (en concreto 7) cuando los comparábamos con jóvenes, 
mientras que los septuagenarios infraexpresaban 50 en la misma comparación. Este 
último resultado concuerda con los datos obtenidos por Noren Hooten (Noren 
Hooten et al., 2010) en el estudio que llevaron a cabo sobre el miRNoma de jóvenes 
de 30 años y personas de 64 años, también en células mononucleares de sangre 
periférica. Identificaron nueve miRNA (miR-103, miR-107, miR-128, miR-130a, miR-
155, miR-24, miR-221, miR-496, miR-1538) que eran significativamente más bajos 
en los sexagenarios que en los jóvenes.  
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 Cuando cotejamos el miRNoma de centenarios versus septuagenarios, 
encontramos que los primeros sobreexpresan 102 miRNAs no codificantes frente a 
un único miRNA sobreexpresado por septuagenarios. Esta regulación al alza en la 
expresión de miRNAs que mantienen los centenarios versus la regulación a la baja 
que observamos en los septuagenarios cuando comparamos ambos con jóvenes, 
se vió corroborada por un interesante estudio llevado a cabo por Gombar y 
colaboradores (Gombar et al., 2012). En este trabajo, realizado en células B de 
centenarios y sexagenarios (estos últimos como grupo control), se describen 22 
miRNAs regulados al alza en centenarios y sólo 2 miRNAs infraexpresados en 
centenarios en comparación con los controles. Seguidamente realizaron un análisis 
transversal de expresión de estos miRNAs en diferentes grupos de edad que 
añadieron a posteriori: quincuagenarios, septuagenarios y octogenarios. Y 
observaron que, los niveles de expresión disminuyen significativamente con la 
edad, salvo en el caso de los centenarios quienes mantienen los niveles en el mismo 
rango que el grupo más joven (quincuagenarios). Gombar et al., emplearon la 
técnica de secuenciación masiva de nueva generación (NGS), en lugar de la técnica 
de microarrays empleada en nuestro estudio, pero los resultados fueron similares 
a los nuestros, en la expresión diferencial relacionada con la longevidad, los 
centenarios conservan los patrones de expresión de los más jóvenes, mientras que 
los patrones de expresión de los septuagenarios disminuyen con la edad (Gombar 
et al., 2012). 
De todos los RNAs no codificantes sobreexpresados específicamente en 
centenarios frente a jóvenes, 7 fueron relevantes: scaRNA17, miR-21, miR-130a, 
miR-494, miR-1975, miR-1979 y miR-4281. Este último fue descartado porque se 
sobreexpresaba igual en centenarios y en septuagenarios. 
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En la actualidad, hay identificados más de 38589 miRNA, catalogados en la 
base de datos miRBase11. Existen herramientas y bases de datos específcias para 
el estudio de los miRNA humanos (Solomon et al., 2020). Estos han sido objeto de 
muchos estudios, pues al estar tan implicados en la expresión génica, se les 
considera posibles dianas terapéuticas y es por ello por lo que la bibliografía 
encontrada se concentra principalmente en su relación con diversas enfermedades, 
sobre todo cáncer y otras relacionadas con el envejecimiento. 
Así, por ejemplo, el scaRNA 17 se acumula específicamente en los cuerpos 
de Cajal (Darzacq et al., 2002). Los cuerpos de Cajal son estructuras nucleares 
implicadas en la biogénesis de ribonucleoproteinas (RNPs) necesarias para el 
procesamiento de pre-mRNA y para la formación y mantenimiento de los telómeros 
(Zhao et al., 2011). Los telómeros y la telomerasa están implicados en el 
envejecimiento y, en estudios realizados en ratones, se ha comprobado que la 
sobreexpresión de la telomerasa incrementa la esperanza de vida (Tomas-Loba et 
al., 2008) 
miR-21 es uno de los más conocidos, pues está implicado en numerosos 
procesos biológicos, tales como: apoptosis, proliferación celular, daño 
mitocondrial, crecimiento celular, quimiosensibilidad, ciclo celular, inestabilidad 
del genoma, respuesta a estrés, escisión del mRNA y traducción.  Su desregulación 
está relacionada con numerosas enfermedades, tales como neoplasias, fibrosis, 
miocardiopatías y cáncer, entre otras (Kumarswamy et al., 2011). La 
sobreexpresión de este miR-21 se ha relacionado con un efecto neuroprotector por 
muerte isquémica (Buller et al., 2010) y con un incremento en la protección 
cardiaca (Dong et al., 2009; Cheng & Zhang, 2010). La regulación positiva 
(sobreexpresión) de miR-21 puede disminuir la muerte celular (Matsumoto & 
Hwang, 2007) e inhibir el daño mitocondrial (Sayed et al., 2010), mientras que su 
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infraexpresión desemboca en enfermedades como el cáncer (Iorio & Croce, 2012) 
y otras relacionadas con trastornos metabólicos (Rottiers & Näär, 2012). Estudios 
recientes han comprobado su implicación en procesos de apoptosis y proliferación 
celular (Liu et al., 2019). 
También vimos que miR-130a estaba regulado al alza en centenarios. La 
principal función conocida de este miRNA es la regulación de la expresión de la 
proteína FOG-2, proteína reguladora de cardiogénesis y hematopoyesis en 
mamíferos (Kim et al., 2009), además de estar relacionada con los procesos de 
vascularización. Análisis bioinformáticos recientes (Zheng et al., 2019) han revelado 
que PTEN es un objetivo de miR-130a y han descubierto que una sobreexpresión 
(regulación positiva) del miR-130a, activa la vía PI3K/AKT mediada por PTEN y 
previene el accidente cerebrovascular isquémico. 
La sobreexpresión de miR-494 se ha comprobado que produce una 
inhibición de la apoptosis y favorece la cardioprotección (Wang et al., 2010). 
Además, hay estudios más recientes que relacionan este miR-494 con senescencia 
celular y con estrés oxidativo (Faraonio et al., 2012; Zeng & Zeng, 2019), procesos 
biológicos que están estrechamente relacionados con el envejecimiento. Algunos 
trabajos más recientes lo correlacionan con la modulación de las células inmunes 
(macrófagos) en el adenocarcinoma de páncreas (Zhao et al., 2019). 
miR-1975 es uno de los menos conocidos, algunos autores han descrito 
que, en humanos, actúa como unidad de transcripción para la RNA polimerasa III 
(Pol III) (Canella et al., 2010). También se ha visto que desempeña un papel 
fundamental en la defensa contra la infección por el virus de la influenza a través 
de un mecanismo de liberación de exosomas, lo que lo convierte en un buen 
candidato para luchar contra esta enfermedad (Liu et al., 2019). 
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Por último, con respecto al miR-1979, en la bibliografía encontramos poca 
información acerca de este miRNA. Se sabe que está infraexpresado en pacientes 
con cáncer colorectal (Wu et al., 2015) y también en pacientes con esclerosis 
múltiple (Siegel et al., 2012). 
4.3 LA EXPRESIÓN DE LOS mRNAs EN INDIVIDUOS DE 
LONGEVIDAD EXTREMA DIFIERE 
SIGNIFICATIVAMENTE DE LA QUE PRESENTAN LOS 
INDIVIDUOS CON ENVEJECIMIENTO ORDINARIO 
Como se ha comentado en el apartado material y métodos de la presente 
tesis, llevamos a cabo un análisis transcriptómico funcional para estudiar cómo se 
controla la expresión de los mRNAs en personas centenarias. Al igual que ocurrió 
con los datos de expresión de los miRNAs, encontramos que el mRNoma de 
centenarios y septuagenarios es sustancialmente diferente, con más de 12.000 
mRNAs expresados diferencialmente entre estas dos poblaciones. Además, se 
identificaron 1721 genes que eran característicos de centenarios, ya que se 
expresaban de modo diferente cuando los comparábamos con septuagenarios y 
jóvenes. Posteriormente, agrupamos estos genes en base a dos estrategias: i) en 
función de los procesos biológicos y ii) en subnetwors. 
En primer lugar, agrupamos estos genes en función de los procesos 
biológicos en los que se ven envueltos a fin de obtener una idea de aquellos 
procesos implicados en la longevidad extrema/envejecimiento satisfactorio. Al 
agruparlos, observamos que están implicados en al menos 20 procesos biológicos 
diferentes, aunque en unos procesos había un mayor número de genes 
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involucrados que en otros. Dos procesos destacaban particularmente por tener el 
mayor número de genes involucrados: la respuesta inmune y la señalización celular. 
Es interesante comentar que algunos de los procesos estaban 
interrelacionados entre sí, como, por ejemplo: el receptor del complejo principal 
de histocompatibilidad, la adhesión celular, el procesamiento de antígenos, la 
presentación de antígenos peptídicos endógenos y la activación de las células T que 
bien pueden asociarse a la respuesta inmune, dándole todavía más peso a su papel 
en el envejecimiento satisfactorio. Esto está en consonancia con la teoría de la 
respuesta inmunitaria del envejecimiento (Ostan et al., 2008). 
El segundo proceso biológico de especial relevancia que surge en nuestro 
estudio de envejecimiento extraordinario es la señalización celular. La alteración 
de la señalización celular ha sido recientemente descrita como una de las 7 claves 
del envejecimiento (López-Otín, et al., 2013). Además, se ha propuesto que la 
alteración de la señalización celular en relación con los radicales libres también está 
implicada en el envejecimiento tal y como publicó nuestro grupo (Viña, et al., 2013). 
Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral corroboran la idea de que la red de 
señalización celular se ve alterada en el envejecimiento ordinario, pero se mantiene 
en el envejecimiento excepcional. Esto es sustentado por los resultados obtenidos 
en la expresión de los miRNomas de centenarios, de jóvenes y de septuagenarios, 
donde al compararlos, podemos destacar la similitud del de centenarios y jóvenes 
y su gran discrepancia con el de los septuagenarios. La conclusión que podemos 
extraer es que los centenarios mantienen una señalización celular más precisa que 
los septuagenarios. 
En cuanto al análisis de subnetworks, este convergió en seis genes: IFNG; 
TCR; TNF; SP1; TGFβ1 y IL-32. Este resultado manifestó ser coherente, pues los seis 
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genes son relevantes en las células inmunitarias y nuestro objeto de estudio eran 
PBMC. Al analizar los subnetworks de cada uno de estos 6 genes y su red de genes 
interconectados, obtuvimos unas llamativas imágenes prácticamente especulares 
al comparar “centenarios vs. jóvenes” y “septuagenarios vs. jóvenes”. Los genes 
que estaban regulados al alza en los centenarios tendían a estar regulados a la baja 
en los septuagenarios, lo que sugiere que la activación de estas redes está asociada 
con un envejecimiento excepcional. Concluimos que la expresión de mRNA en 
humanos con una longevidad excepcional difiere significativamente de la del 
envejecimiento ordinario. 
Las características genéticas de la longevidad extrema se han estudiado a 
fondo mediante el análisis de variantes genéticas: polimorfismos de un solo 
nucleótido (SNPs, de sus siglas en inglés Single Nucleotide Polymorphisms) 
(Sebastiani et al., 2012) y, más recientemente, mediante el análisis epigenético 
(Jones et al., 2015), pero hasta donde sabemos no se han realizado estudios que 
analicen la expresión génica global asociada a la longevidad extrema en humanos. 
Sarup et al., demostraron que las moscas seleccionadas por su longevidad 
conservan un perfil de expresión genética "joven" (Sarup et al., 2011). Estos 
resultados, en invertebrados, están en consonancia con los nuestros en humanos, 
es decir, los individuos que muestran una longevidad excepcional mantienen la 
expresión (regulación positiva) de determinados genes cuya expresión se pierde 
(regulación negativa) en el envejecimiento ordinario, de ahí las imágenes 
especulares. 
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4.4 EL ANÁLISIS DE LOS GENES SOBREEXPRESADOS EN 
CENTENARIOS REVELA UN PATRÓN DE GENES 
RELACIONADOS CON LA APOPTOSIS 
Los seis genes identificados en el análisis de los subnetworks IFNG; TCR; TNF; 
SP1; TGFβ1 y IL-32 se relacionan, a su vez, con cuatro genes, tres de los cuales están 
involucrados en el control de la apoptosis: Bcl-xL (también conocido como BCL2L1), 
Fas y Fas ligando (FasL). Además, utilizando la plataforma Gene Ontology 
(http://geneontology.org), detectamos que la apoptosis es uno de los procesos más 
comúnmente conservados en los centenarios.   
Probablemente, el principal mecanismo responsable del envejecimiento 
saludable sea el mantenimiento de una correcta homeostasis que garantice la 
eficacia de las funciones fisiológicas, bioquímicas e inmunológicas. Para llevar a 
cabo esto, el organismo necesita eliminar las células dañadas para poder 
reemplazarlas por células nuevas y funcionales. La apoptosis está involucrada en 
este proceso, de ahí que tenga pleno sentido su implicación en el envejecimiento 
exitoso. Sin embargo, si la apoptosis está desregulada, es probable que aparezcan 
enfermedades derivadas de a la acumulación de células aberrantes y la 
consecuente pérdida de la homeostasis (Pomatto & Davies, 2017). 
Fas y FasL son genes implicados principalmente en el control de la vía 
extrínseca a la apoptosis, mientras que Bcl-xL inhibe la vía intrínseca también 
conocida como vía mitocondrial de la apoptosis (Jin & El-Deiry, 2005). La unión de 
FasL al receptor Fas activa la cascada enzimática de las caspasas, lo que lleva a la 
escisión de varias proteínas diana con funciones estructurales o reguladoras y 
consecuentemente a la destrucción de la célula (Zimmermann et al., 2001). Fas y 
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FasL son moduladores esenciales de la apoptosis del sistema inmunológico, 
promueven la eliminación de las células T estimuladas para evitar la inflamación 
crónica y las patologías inflamatorias relacionadas con la edad. Fas se puede 
producir en 2 formas principales, de membrana (mFas) y soluble (sFas), que tienen 
diferentes actividades. Después de unirse a FasL, la forma de membrana 
desencadena la apoptosis, mientras que la forma soluble puede bloquear FasL 
inhibiendo de ese modo su capacidad para inducir la muerte celular. Así, se ha 
planteado la hipótesis de que la relación entre las 2 formas podría ser crucial para 
la propensión de la célula a sufrir apoptosis o sobrevivir (Kavathia et al., 2009). Se 
ha observado que, en el envejecimiento ordinario, la forma soluble de Fas (sFas) 
aumenta, mientras que disminuye la concentración total de citocromo c (liberado 
por las células durante la apoptosis), lo que contribuye a un desequilibrio de la 
apoptosis global (Kavathia et al., 2009).  
La apoptosis en personas centenarias también se ha examinado en varios 
estudios. En uno de ellos, los autores analizaron los niveles de mRNA de las 
diferentes formas de Fas: Fas de membrana (mFas), Fas soluble (sFas) y FasL en 
linfocitos de sangre periférica de un grupo de centenarios y lo compararon con 
jóvenes e individuos de mediana edad. Encontraron que los centenarios son 
capaces de equilibrar la producción de moléculas proapoptóticas (mFas y FasL) y 
antiapoptóticas (sFas), cuyas proporciones parecen esenciales para conservar la 
funcionalidad del sistema inmunológico en la longevidad extrema. Los centenarios 
previenen la apoptosis excesiva de linfocitos en condiciones fisiológicas, y además 
mantienen una vía apoptótica Fas/ FasL enormemente eficiente (Pinti et al., 2004) 
Alternativamente, en la vía apoptótica intrínseca (o vía mitocondrial) son 
varias las señales que convergen en las mitocondrias y las estimulan a liberar 
activadores de la cascada de las caspasas; una de las más importantes es la señal 
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mediada por el citocromo c. Se cree que la apoptosis intrínseca se produce en 
respuesta a una variedad de perturbaciones de la homeostasis intracelular, incluido 
el daño del DNA y el estrés oxidativo, todos ellos conocidos procesos que se 
acumulan con el envejecimiento (Esteve et al., 1999; de la Asunción et al., 1996). 
Bcl-xL pertenece a la gran familia de proteínas BCL-2, familia conocida por forman 
una compleja red reguladora que controla la supervivencia celular y la muerte en 
respuesta a diferentes estímulos fisiológicos y patológicos (Lomonosova & 
Chinnadurai, 2008).  
Bcl-xL inhibe la vía intrínseca de la apoptosis y promueve la supervivencia 
celular al migrar a la membrana externa mitocondrial, impidiendo la 
permeabilización mitocondrial (formación de poros) por la dimerización de BAX y 
BAK, y evitando la liberación del citocromo c y de los iones calcio. De este modo, no 
se produce la formación del apoptosoma ni la consiguiente activación de la cascada 
de las caspasas, causantes del desmantelamiento de la célula, y por tanto se inhibe 
la apoptosis intrínseca (Adams & Cory, 1998; Gross et al., 1999). 
La visión global que emerge con fuerza de nuestro estudio es que los 
centenarios mantienen intacta la vía extrínseca de la apoptosis a fin de eliminar las 
células dañadas, pero mantienen regulada negativamente (inhibida) la apoptosis 
intrínseca (por altos niveles de Bcl-xL). De este modo, salvaguardan las células que 
no han sido expuestas a agresiones.  
Algunas intervenciones farmacológicas y no farmacológicas contribuyen a 
disminuir la apoptosis relacionada con la edad en células postmitóticas, lo cual 
representa una ventaja, pues previene la pérdida celular y la disfunción tisular. Las 
intervenciones antienvejecimiento (farmacológicas o no) en las células mitóticas 
aumentan la apoptosis, acción muy ventajosa para evitar la acumulación de células 
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no funcionales. Por ejemplo, el resveratrol inhibe la apoptosis en el músculo 
gastrocnemio y las neuronas (Liao et al., 2017), la restricción calórica inhibe la 
apoptosis en los cardiomiocitos (Yan et al., 2013) y las neuronas (Shelke & 
Leeuwenburgh, 2003) y el ejercicio disminuye la apoptosis en el músculo 
gastrocnemio y las células neuronales (Liao et al., 2017).  
En las células mitóticas y posmitóticas, los niveles bajos de apoptosis 
contribuyen a la acumulación de células dañadas, senescencia e inestabilidad 
genómica, pero en respuesta a una lesión/ daño, los niveles bajos de apoptosis 
previenen la destrucción de tejidos y promueven la supervivencia celular, la 
proliferación, la reparación de daños y regeneración. En las células mitóticas y 
posmitóticas, los niveles fisiológicos de apoptosis tienen varias ventajas para el 
proceso de envejecimiento. De hecho, la eliminación de células disfuncionales y la 
reducción de la acumulación de células senescentes mejoran la homeostasis y la 
longevidad (Argüelles et al., 2019) 
4.5 PARÁMETROS ASOCIADOS A BCL-xL Y AL 
ENVEJECIMIENTO EXITOSO, ESTÁN PRESERVADOS 
EN CENTENARIOS 
Bcl-xL no sólo participa en el control de la apoptosis, sino también en la 
protección del daño mitocondrial (Kharbanda et al., 2000), la modulación de la 
respuesta immune (Opferman and Korsmeyer, 2003), el control de la respiración 
mitocondrial (Shimizu et al., 1996) y la reparación del DNA (Fan S et al., 2000). 
Todos estos procesos están estrechamente relacionados con la longevidad 
extrema/envejecimiento exitoso (Hoeijmakers, 2009). 
Discusión                                                                                                                                  .                                                                                                                                                                                                                                                                                    
 152 
Bcl-xL, además, es importante en el desarrollo y mantenimiento del sistema 
inmunológico (Opferman and Korsmeyer, 2003). La inmunosenescencia, que es el 
declive de la función inmunológica con la edad, se ha planteado como la principal 
causa del aumento de enfermedades infecciosas, cáncer y enfermedades 
autoinmunes que se dan en personas mayores que muestran un envejecimiento 
normal (Franceschi et al., 2005; Alonso-Fernández et al., 2008). Borrás et al., 
analizaron la función de los linfocitos en los centenarios y mostraron que la 
quimiotaxis de los leucocitos y la actividad de las células NK estaban 
significativamente deterioradas en los septuagenarios en comparación con los 
jóvenes, mientras que en los centenarios estos indicadores de inmunosenescencia 
eran similares a los observados en los jóvenes (Borras et al., 2016). Todo lo 
anteriormente expuesto está en consonancia con la idea de inmunoenvejecimiento 
postulada por primera vez por Franceschi (Bucci et al., 2014). 
A fin de demostrar aún más el papel de Bcl-xL en la longevidad, un estudio 
realizó curvas de longevidad utilizando el nematodo C. elegans con una función de 
ganancia de Ced-9, que es el ortólogo de BCL-xL humano. Curiosamente, los 
animales que sobreexpresaban Ced-9 mostraron un aumento significativo tanto en 
el tiempo medio como en el tiempo máximo de supervivencia frente a los controles 
(Borrás et al., 2016). Aunque el envejecimiento es un proceso multifactorial, estos 
estudios sugieren que la función de BCL-xL es relevante en el envejecimiento y 
puede ser uno de los factores que contribuye a una longevidad excepcional. 
Además, se ha demostrado que Bcl-xL regula la plasticidad presináptica y 
confiere neuroprotección. Mientras que otros miembros de la familia de proteínas 
BCL-2 disminuyen sustancialmente durante el desarrollo (Krajewska et al., 2002), la 
expresión de Bcl-xL se mantiene durante toda la vida en el cerebro adulto 
(González-García et al., 1995).  
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Estos datos concuerdan con nuestros resultados donde se ha identificado al 
gen Bcl-xL como uno de los más relevantes implicados en la longevidad de los 
centenarios. Por todo lo expuesto, consideramos que Bcl-xL parece jugar un papel 
clave en el mantenimiento de la homeostasis celular y, por tanto, en el 
envejecimiento exitoso. 
4.6 ESTRÉS OXIDATIVO Y LONGEVIDAD 
Como hemos señalado en la Introducción de la presente tesis, la teoría de los 
radicales libres en el envejecimiento postula que una acumulación progresiva e 
irreversible de daño oxidativo, provocada por las especies reactivas de oxígeno, 
contribuye al deterioro de las funciones fisiológicas asociadas al envejecimiento 
(Harman et al., 1956). Por ello, la relación entre estrés oxidativo y envejecimiento 
ha sido objeto de muchos estudios, demostrando que los sujetos más viejos 
presentan mayores niveles de daño oxidativo que los jóvenes (Stadtman, 1992; 
Sohal, 1993). Numerosos trabajos corroboran este dato y relacionan el daño 
oxidativo con procesos fisiopatológicos que aparecen en el envejecimiento, tales 
como cáncer, aterosclerosis, diabetes y enfermedades neurodegenerativas e 
inflamatorias (Durackova, 2010; Nogueira & Hay, 2013). 
Estudios previos de nuestro laboratorio revelaron que las mitocondrias 
constituyen la principal fuente endógena de especies reactivas de oxígeno (Sastre 
et al., 1996) y, además, contribuyen en gran medida al metabolismo celular. En este 
sentido, es bien conocido que con el envejecimiento tiene lugar un descenso del 
gasto metabólico basal. Sin embargo, se ha demostrado que con la aparición de 
enfermedades crónicas a edades avanzadas se produce un aumento de dicho gasto 
metabólico, debido a la gran cantidad de energía necesaria para mantener la 
homeostasis celular (Ruggiero & Ferrucci, 2006). 
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Dado que el envejecimiento está asociado a dificultades para mantener dicha 
homeostasis y a la presencia de enfermedades crónicas, la gran cantidad de energía 
necesaria para hacer frente a dichos procesos causaría una producción excesiva de 
radicales libres por parte de la mitocondria (Inglés et al., 2014). Este incremento 
podría, a su vez, activar la vía de señalización de NF-kB, y desencadenar procesos 
inflamatorios, los cuales también están estrechamente relacionados con el 
envejecimiento. 
Bcl-xL es una proteína mitocondrial involucrada en el control de la cadena 
respiratoria y, por consiguiente, en la tasa de producción de radicales libres 
mitocondriales (Cherbonnel-Lasserre et al.,1997; Vander Heiden et al., 1997). Es 
por ello por lo que determinamos los parámetros de estrés oxidativo en los tres 
grupos de estudio, mediante el estudio del daño oxidativo a lípidos y a proteínas. 
La peroxidación de lípidos a menudo ocurre en respuesta al estrés oxidativo, 
donde las ROS causan la oxidación de lípidos que contienen dobles enlaces 
carbono-carbono en las bicapas lipídicas de la membrana. Se ha visto que la 
peroxidación lipídica aumenta con la edad y en diversas situaciones patológicas y 
fisiológicas. Si bien no podemos definir valores umbral de MDA para las distintas 
etapas de la vida, sí encontramos valores medios representativos para cada una de 
ellas, en los que se muestra la evolución de los valores de malondialdehido (MDA) 
en plasma desde la niñez hasta la vejez. Aunque no se puede ajustar a una línea de 
regresión lineal, sí que se ha determinado que los niveles de MDA alcanzan valores 
más altos en edades más avanzadas (Mas-Bargues et al., 2021). Esto concuerda con 
los resultados de nuestro trabajo, donde observamos valores reducidos de MDA en 
el grupo de jóvenes y muy similares en los centenarios mientras que en 
septuagenarios los valores eran claramente superiores. Datos que afianzan la idea 
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de que los centenarios presentan un envejecimiento exitoso ya que se parecen más 
a los jóvenes que a los septuagenarios en sus índices de peroxidación lipídica.    
En nuestro laboratorio, también se llevó a cabo un estudio sobre estrés 
oxidativo y fragilidad. La fragilidad es un síndrome geriátrico que fue definido hace 
20 años por Linda Fried (Fried et al., 2001), siendo un buen indicador del riesgo de 
muerte y de las enfermedades asociadas a la edad (Fried et al., 2004). En este 
estudio se determinó la peroxidación lipídica en individuos en edad geriátrica, es 
decir todos mayores de setenta años, y se observó que la peroxidación lipídica no 
aumenta con la edad cronológica sino con su estado de fragilidad, que podríamos 
asimilar con su edad biológica (Inglés et al., 2014). Demostraron que hay un 
aumento de los niveles de MDA en plasma de individuos frágiles en comparación 
con los prefrágiles y los no frágiles o vigorosos.  
El estrés oxidativo no sólo modifica la actividad de los lípidos, también 
modifica la actividad de las proteínas, aumentando su susceptibilidad a la 
degradación. Así pues, la oxidación de proteínas es una buena medida para 
determinar el estrés oxidativo sistémico en humanos. La determinación de 
proteínas oxidadas a través de la cuantificación de sus grupos carbonilo es 
relativamente reciente (década de los 90), y desde entonces ha sido un método 
ampliamente empleado como marcador de daño oxidativo a estas macromoléculas 
(Stadtman, 1992; Dalle-Donne. et al., 2003). Por esta razón fue elegido parámetro 
de estudio en nuestro trabajo. 
 Las primeras investigaciones sobre la carbonilación de proteínas fueron 
llevadas a cabo por Levine y Stadtman en la década de los 90 y se estudió 
intensamente tanto in vivo como in vitro usando un amplio panel de técnicas 
bioquímicas y analíticas (Levine et al., 1990; Stadtman, 1992). La carbonilación de 
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proteínas pronto se reconoció como un marcador universal de estrés oxidativo y se 
relacionó con diversos trastornos humanos, como la enfermedad de Alzheimer, 
enfermedad pulmonar crónica, insuficiencia renal crónica, diabetes, sepsis, 
esclerosis lateral amiotrófica, formación de cataratas, fibrosis quística, artritis 
reumatoide y lesión por isquemia- reperfusión, etc., todas ellas patologías 
asociadas al envejecimiento (Dalle-Donne et al., 2003a; Dalle-Donne et al., 2006). 
Diversos artículos respaldan el papel de la carbonilación de proteínas en la 
patogénesis de las enfermedades humanas proporcionando una relación entre la 
progresión de la enfermedad y el estrés oxidativo (Biswas et al., 2006; Doria et al., 
2012). 
Es interesante destacar que mayores niveles de proteínas carboniladas se 
han asociado a una disminución en la fuerza de agarre (Howard et al., 2007), la cual 
a su vez está estrechamente relacionada con el envejecimiento. Además, se ha 
propuesto los niveles elevados de proteínas carboniladas como un marcador de 
dependencia severa en las actividades básicas de la vida diaria en hombres y 
mujeres mayores de 65 años (de Gonzalo-Calvo D. et al., 2012).  
En esta dirección, se establece una correlación entre el envejecimiento 
biológico y la acumulación de proteínas oxidadas en una amplia variedad de 
especies y tejidos (Oliver et al., 1987; Sohal et al., 1995; Berlett y Stadtman, 1997).  
Por otro lado, Levine y Stadtman (Levine & Stadtman, 2001) postularon un 
aumento de los niveles de carbonilación de proteínas en función de la edad, hecho 
que apoya la teoría de los radicales libres (estrés oxidativo) en el envejecimiento 
tanto a nivel celular como tisular. También otros investigadores (Baraibar et al., 
2012) muestran como la acumulación de proteínas oxidadas es un sello distintivo 
del envejecimiento in vivo y de la senescencia replicativa celular.  
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La cantidad de proteínas carboniladas identificadas mediante técnicas 
proteómicas en enfermedades humanas ha aumentado exponencialmente en los 
últimos años. Aunque se dispone de poca información sobre la identificación de 
proteínas oxidadas durante el envejecimiento humano. En 2010, Ahmed y 
colaboradores publicaron un informe utilizando enfoques proteómicos para 
identificar proteínas carboniladas en el envejecimiento humano (Ahmed et al., 
2010). Los autores identificaron la oxidación de proteínas durante la senescencia 
replicativa de fibroblastos embrionarios humanos WI-38 utilizando un método 
proteómico de electroforesis en gel 2D junto con inmunodetección. Estudios más 
recientes del 2020 también han observado modificaciones oxidativas del proteoma 
y deterioro metabólico durante el envejecimiento y la senescencia celular, no sólo 
en fibroblatos sino también en otros tipos celulares. (Hamon et al., 2020). 
Si bien es cierto que nuestros resultados no muestran una diferencia 
significativa en los niveles de proteínas carboniladas entre jóvenes y 
septuagenarios, sí encontramos claras diferencias entre septuagenarios y 
centenarios, lo cual corrobora la idea de que el daño oxidativo está asociado al 
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5.1 CONCLUSIÓN GENERAL 
Las personas centenarias tienen un perfil característico de expresión de 
miRNAs y de mRNAs relacionados con procesos asociados a la longevidad y están 
protegidos frente al estrés oxidativo, lo cual podría explicar en parte su envidiable 
envejecimiento satisfactorio.  
5.2 CONCLUSIONES ESPECÍFICAS 
1. Los centenarios presentan perfiles de expresión de miRNAs y mRNAs 
característicos, siendo estos, además, más parecidos a los jóvenes que a 
los septuagenarios.  
2. La respuesta inmune y la señalización celular encabezan la lista de los 
procesos biológicos que involucran a un mayor número de genes 
diferencialmente expresados en centenarios. 
3. Se han identificado 6 genes (i.e. IFNG; TCR; TNF; SP1; TGFβ1; IL-32), que, 
funcional o estructuralmente, se relacionan con los genes característicos 
de los centenarios. Estos, a su vez, convergen en Bcl-xL, Fas, FasL y CCL5, 
implicados en la regulación de la apoptosis y la respuesta inmune. 
4. Los centenarios mantienen niveles de estrés oxidativo comparables al de 
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7.1  ANEXO 1: ACRÓNIMOS Y ABREVIATURAS 
Abreviatura TÉRMINOS EN 
CASTELLANO 
TÉRMINOS EN INGLÉS 
A Adenina Adenine 
Abs Absorbancia Absorbance 
AGO Proteínas Argonauta Argonaute proteins  
ANOVA Análisis de la varianza Analysis of variance 
APA Asociación americana de 
psicología 







Apolipoproteína B con número 
variable de repeticiones en 
tándem 
Apolipoprotein B with a 
variable number of tandem 
repeats 
APOE Apolipoproteína E Apoliprotein E 
ARN Ácido Ribonucleico Ribonucleic acid 
ATM Ataxia telangiectasia mutado Ataxia telangiectasia mutated 
ATP Adenosín-5´-trifosfato Adenosin-5’-triphosphate 
Bcl Linfoma de células B B cell Lymphoma 
Bcl-xL Linfoma de células B 
extralargo 
B-cell lymphoma-extra large 
BMP4 Proteína morfogenética ósea 
4  
Bone morphogenetic protein 4 
BMPR2 Receptor de proteína 
morfogenética ósea tipo 2  
Bone morphogenetic protein 
receptor type 2 
BSA Albúmina bovina sérica Bovine serum albumin 
C Centenarios Centenarians  
⁰C Grados centígrados Degrees centigrade 
cc Centímetros cúbicos Cubic centimeters 
CCL5 Ligando 5 de quimiocina 
(motivo CC) 
C-C Motif Chemokine Ligand 5 
cDNA DNA complementario Complementary DNA 
CETP Proteína de transferencia de 
éster de colesterol 
Cholesteryl ester transfer 
protein 




cRNA RNA complementario complementary RNA 
CT Ciclo umbral Treshold cycle 
ΔCT Incremento del ciclo umbral Treshold cycle increment 




dNTP Deoxinucleósido trifosfato Deoxynucleoside triphosphate 





ELISA Ensayo por inmunoabsorción 
ligado a enzimas 
Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay 
eNOS Óxido nitrico sintasa 
endotelial 
Endotelial nitric oxide synthase 
FasL Fas ligando Fas ligand 
FOXO Proteína de caja forkhead O1, Forkhead box O 
g Gramo/ Gravedades Gram /gravities 
G Guanina Guanine 
GEHA European Genetics of Healthy 
Aging 
European Genetics of Healthy 
Aging 
GPx Glutatión peroxidasa Glutathione peroxidase 
GSH Glutatión reducido Reduced Glutathione 
GSSG Glutatión oxidado Oxidized glutathione 
HCl Ácido clorhídrico Hydrogen Chloride  
HNE 4-Hidroxi-2,3-nonenal 4-Hidroxi-2,3-nonenal 
H2O2 Peróxido de hidrógeno Hydrogen peroxide 




HSPA Proteína A de choque térmico Heat Shock Protein A 
IFNG Interferon gamma γ-interferon 
IGF-1 Factor de crecimiento 
insulínico tipo 1 
Insulin-like growth factor 1 
IL Interleuquina Interleukine 
INE Instituto Nacional de 
Estadística 
National Statistics Institute 
iNOS Óxido nítrico sintasa inducible Inducible nitric oxide synthase 
IVT Transcripción in vitro In vitro transcription 
J Jóvenes Young 
Kg Kilogramo Kilogram 
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K2HPO4 Hidrogenofosfato potásico Potassium hydrogen phosphate 
KH2PO4 Dihidrogenofosfato potásico Potassium dihydrogen 
phosphate 
KOH Hidróxido potásico Potassium hydroxide 
LMNA Lamina A/C Lamin A/C 
M Molar Molar 
m Metro Meter 
mA Miliamperio Miliamper 
MDA Malondialdehído Malondialdehyde 
mg Miligramo Miligram 
miRNA Micro RNA Micro RNA 
mL Mililitro Mililiter 
mM Milimolar Milimolar 
MnCl2 Cloruro de manganeso (II) Manganese (II) chloride 




mRNA RNA mensajero Messenger RNA 
n Número muestral Sample number 
NADH Nicotiamida adenina 
dinucleótido reducido 
Reduced Nicotine Adenine 
Dinucleotide 
NADPH Nicotiamida adenina 
dinucleótido fosfato reducido 
Reduced Nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate  
NaOH Hidróxido de sodio  Sodium hydroxide 
NCAM Molécula de adhesión de 
células neuronales  
Neuronal Cell adhesion 
molecule  
NFkB Factor nuclear kappa B Nuclear factor kappa B 
NGS Secuenciación masiva de 
nueva generación  
Next generation sequencing 
nM Nanomolar Nanomolar 
8-oxodG 8-Hidroxi-2’desoxi guanosina 8 -Hydroxy-2-deoxyGuanosine 
OCT3/4 Factor de transcripción 4 de 
unión al octámero 
Octamer-binding transcription 
factor 4 gene 
OMS Organización mundial de la 
salud 
World health organization 
PAP Poliadenilato polimerasa  Polyadenylate polymerase 
PBMC Célula mononuclear de sangre 
periférica 
Peripheral blood mononuclear 
cell  
PBS Fosfato tampón salino Phosphate buffered saline 
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PBS-T Fosfato tampón salino+Tween Phosphate buffered 
saline+Tween 
PCA Ácido perclórico Perchloric acid 
PCA Análisis de componentes 
principales 
Principal component analysis 
PCR Reacción en cadena de la 
polimerasa 
Polymerase chain reaction 
pg Picogramo Picogram 
Pri-miRNA MicroRNA primario Primary microRNA 
p/v Peso/volumen  
PVDF Polifluoruro de vinilideno Polivinil difluoride 
P53 Proteína tumoral 53 Tumor protein 53 
RAGE Receptor para la glicación 
avanzada de productos finales 
Receptor for advanced 
glycation endprducts 
RIN  Número de integridad del 
RNA 
RNA integrity number 
RISC Complejo silenciador inducido 
por RNA 
RNA-induced silencing complex  
ROS Especies reactivas del oxígeno Reactive oxygen species 
rpm Revoluciones por minuto Revolutions per minute 
RT Retrotranscripción Retrotranscription 
rRNA RNA ribosómico Ribosomal RNA 
S Septuagenarios Septuagenarians 
SDS Dodecil sulfato sódico Sodium dodecyl sulfate 




SOD Superóxido dismutasa Superoxide dismutase 
SOX2 Gen de la caja 2 de la región 
determinante del sexo Y 
Sex determining región Y-box 2 
gene 
SP1 Proteína de especificidad 1  Specificity protein 1 
TBA Ácido 2-tiobarbitúrico Thio-barbituric acid 
TCR Receptor de células T  T cell receptor 
TEMED N, N, N′,N′-
Tetramethylethylene diamine 
Tetramethylethylenediamine 
TER Gen de unión a la proteína de 
terminación de la replicación 
del ADN, 
Telomeras RNA component 
TGFβ1 Factor de crecimiento tumoral 
β1 Tumor growth factor β1 
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TNF-α Factor de necrosis tumoral 
alfa 





tRNA RNA de transferencia Transference RNA 
u.a. Unidades arbitrarias Arbitrary units 
UDG Uracil-DNA glicosilasa Uracil-DNA-glycosylase 
UTR Región no traducida Untranslated region 
UV Ultravioleta Ultraviolet 
VIM Vimentina Vimentin 
VIS Visible Visible 
v/v Volumen/volumen Volume/ volume 
µL Microlitro Microliter 
µm Micrometro Micrometer 
µM Micromolar Micromolar 
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